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PROCEDE DE DETECTION ET DE COMPTAGE 


DE MICROORGANISMES DANS UN ECHANTILLON 


La presente invention a pour objet un procede de detection et de 
5 comptage de microorganismes dans un echantillon ainsi qu'un milieu 
d'enrichissement selectif du microorganisme recherche. 

La presente invention s'applique a la detection de microorganismes tels 
que Listeria monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Mycobacterium avium paratuberculosis et Legionella pneumophila. Cette detection 
10 est effectuee preTeYentiellement par cytometrie en flux k partir d'echantillons d'une 
quelconque nature tels que les echantillons alimentaires, solides, liquides, v^gdtaux, 
animaux... ainsi que des echantillons de tissus animaux et, en particulier, humains. 

Les contaminations microbiennes dans 1'industrie agroalimentaire sont 
une preoccupation majeure, car elles sont a 1'origine d'importantes degradations et 
15 d'une immobilisation des marchandises dans 1'attente d'une analyse liberatoire. Les 
criteres attendus des analyses microbiologiques sont de deux ordres. D'une part, il 
faut pouvoir controler le plus prexisement possible l'etat de la contamination, ce qui 
necessite d'avoir des methodes d'analyses tres sensibles et discriminantes. D'autre 
part, ces methodes doivent etre rapides pour permettre une liberation anticipee des 
20 lots de production, et doivent rendre possible une analyse microbiologique 
predictive. 


commercialiser un produit h risque. Les analyses classiques necessitent toujours un 
temps d'incubation tres long par rapport aux exigences d'une production 
25 alimentaire. De plus, elles ne prennent pas en compte les bacteries qui ont perdu leur 
aptitude a se multiplier, alors que celles-ci conservent des activites m£taboliques 
susceptibles de se rdveiller a la faveur d'un evenement particulier tel que la remont^e 
en temperature suite h une rupture de la chalne du froid ou le passage dans 
I'organisme du consommateur. 


Le critere de rapidite est determinant si Pon veut eviter de 
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Par ailleurs, dans I'environnement, la rapidite et la sensibilite des 
methodes d'analyses microbiologiques appliquees aux eaux techniques ou de 
consornmation sont determ in antes, ces eaux pouvant contaminer directement les 
personnes (eaux de consornmation) ou indirectement par pollution de 
J I'environnement (legionnelles dans Pair climatise, contamination des surfaces en 
contact avec les aliments). 

Parmi les techniques microbiologiques classiques pour la detection et le 
comptage des microorganismes, la culture en boite de Petri est tres largement 
utilisee. 

10 La methode de comptage sur boite de Petri, est la m&hode 

conventionnelle d'estimation des populations microbiennes. La croissance et la 
division sont les fondements de cette methode d'analyse microbiologique pour 
rechercher les bacteries viables. Dans ce cas, la cultivabilite* est associee a la 
viability La cultivabilite\ en fait, est definie par la capacity d'une seule cellule a 

15 donner une population observable ou visible a la surface d'une boite de culture. 

Cette technique est utilised depuis des decennies et a notamment montr6 
son efficacite dans la protection de la sante des personnes a un cout relativement 
faible. Ces dernieres annees, de nombreuses innovations ont porte sur la conception 
des milieux de culture (milieux chromogenes), Pautomatisation de la preparation des 

20 milieux de culture, la dilution de l'echantillon broye dans le milieu, l'etalement et le 
comptage des colonies sur boite de Petri (Garcia-Armesto et al. y 1993). Cependant, 
elle est ddfaillante sur deux aspects. Tout d'abord, elle est peu sensible car, dans son 
principe, elle ndcessite de faire pousser les bacteYies sur des milieux nutritifs dans 
une boite de Petri, lesdits milieux nutritifs etant d'une efficacite variable pour la 

25 pousse selective des germes, en fonction du produit agroalimentaire teste\ Ensuite, la 
culture en boite de Petri necessite que les germes recherches soient dans des 
conditions physiologiques optimales pour pouvoir pousser dans un milieu nutritif 
selectif. Or, il n'est pas rare que des bacteries pr^sentes initialement dans un 
£chantillon ne soient plus detectables par les techniques classiques de microbiologic, 
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a savoir par la culture dans des milieux standards, et ceci peut s'expliquer de deux 
facons : soit les bacteries sont mortes a la suite d'un stress trop important (choc 
thermique, osmotique, manque de nutriments... ), soit elles ont perdu leur capacite a 
proliferer dans les milieux de culture standard ; on dit alors que les bacteries sont 
5 viables mais non cultivates (Barer et aL, 1999). II est done important de pouvoir 
detecter ces bacteries dans un echantillon. 

Recemment, il a ete montre que quelques especes cultivables de 
bacteries, Iorsqu 'elles sont soumises a un manque de nutriments ou a un autre stress 
physique (thermique, hydrique,...), peuvent eritrer dans un etat de survie cellulaire 
10 dans iequel elles ne sont pas detectables par des tests de cultivabilite (par exemple 
par culture sur boite de P&ri). 

C'est pourquoi, les techniques d' amplification de PADN, qui apportent 
une plus grande specificite vis-a-vis des microorganismes recherches et qui sont 
automatisables, ont ete developpees. Ces techniques consistent en la detection de 
75 sequences nucleotidiques specifiques d'un microorganisme (apres amplification 
g^nique). Cette approche ne permet cependant pas encore de compter les 
microorganismes dans un echantillon. 

En terme de specificite, les sondes genetiques (ADN, ARN, PNA, 
molecular beacons...) sont une alternative a Tutilisation d'anticorps fluorescents. 
20 Ces sondes doivent etre marquees a Paide d'un fluorochrome et s'hybrider sur les 
acides nucleiques des cellules 6tudiees sans que celles-ci n'aient et^ lys^es au 
pr^alable : il s'agit alors d' hybridation in situ. Dans ce cas, les sondes utilisees 
ciblent l'ARN 16S ou 23S, ce qui permet a la fois d'assurer la specificite" de la 
detection et d'augmenter le signal li^ au nombre de copies de cet ARN dans la 
25 cellule (Moter et al, 2000). 

D'autres techniques, telles que les methodes immunologiques (dont les 
methodes Elisa) consistent en la detection a l'aide d'anticorps des antigenes 
microbiens, par luminescence ou fluorescence. Si ces methodes sont facilement 
automatisables et sensibles, elles donnent une information restreinte puisqu'elles ne 
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permettent pas de compter les microorganismes presents. De plus, ces m£thodes sont 
parfois critiquees sur leur specificite, les anticorps utilises pouvant presenter des 
spectres de reconnaissance d'antigenes microbiens trop restreints (Tortorello et al, 
1994). 

5 Quelles que soient les m£thodes employees, elles necessitent toutes une 

phase d'enrichissement des bacteries recherchees pour obtenir une sensibilite et une 
specificite acceptables. 

Les analyses cytom£triques, dont la cytometric en flux n'est qu'un 
exemple, pr£sentent I'avantage de permettre une detection directe des germes qui 

JO sont, au pr£alable, marques par une molecule fluorescente. De plus, ce marquage 
peut rendre compte de la viabilite de la bacterie. La detection par un cytometre en 
flux est directe et quantitative et ne prend que quelques minutes. 

La cytometric en flux, par son succes d'adaptation a la biologie 
medicale, est tres bien positionneVpour une adaptation a Panalyse microbiologique a 

15 haut debit (Alvarez-Barrientos et al, 2000; Davey et a!., 1996). Une des 
caracteristiques techniques de la cytom&rie en flux est qu'elle peut permettre, en 
moins de 24 h/ 48 h, des analyses de populations definies par des caracteristiques 
particulieres de croissance (coliformes f^caux a 44°C, flores psychrophiles), qui 
apres enrich issement dans un bouillon s£lectif, peuvent etre d£tectees directement 

20 par cytometric en flux, au lieu d'attendre qu'elles poussent sur un milieu sp£cifique. 

Ces demieres ann^es, de nombreux cytometres commerciaux 
inutilisables pour la detection des microorganismes ont 6t6 develop^s pour 1' analyse 
des cellules eucaryotes. Mais revolution des photomultiplicateurs, ['introduction des 
lasers et Tamelioration des systemes optiques (focal isation, cellules d'analyses en 

25 quartz) permettent aujourd'hui a la plupart des cytometres de quantifier des bacteries 
et des virus (Salzman et ah, 1982, Steen et al, 1986). Le progres le plus significatif 
a consiste en Tadoption d'une mesure de la taille des cellules procaryotes ou 
eucaryotes analysees, par une photodiode tout d'abord, puis par un 
photomultiplicateur. Ainsi, il est desormais possible de selectionner pour l'analyse 
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de la fluorescence emise une population cellulaire de taille deTmie (les 
microorganismes par exemple). La fenetre d'analyse ainsi creee permet done de 
concentrer la puissance d'analyse du cytometre sur des evenements predefinis, 
permettant d'obtenir une bonne differenciation entre le signal de fluorescence emis 
5 par le microorganisme et le bruit de fond de la matrice. 

Les marqueurs fluorescents utilises marquent des populations 
microbiennes dans leur globalite* et sont d'un spectre d'action large : des intercalants 
de l'ADN, des marqueurs de potentiels membranaires ou de Pactivit6 respiratoire 
des bacteries (Lopez-Amoros et aL, 1995 ; Grepori et aL, 2001). Aux signaux de 

JO fluorescence est associee la mesure de la taille et de la granulosity du contenu 
intracellulaire. L'utilisation de molecules fluorescentes pour detecter des 
microorganismes viables par cytometric en flux est a present bien connue (Davey et 
aL, 1996 ; Nebe-von Caron et aL, 1995). Le principe est de detecter une activite 
enzymatique presente chez tous les microorganismes. Ce sont dans tous les cas des 

75 activites a spectre tres large et essentielles a la survie cellulaire. De multiples 
exemples sont decrits dans la litterature, les plus pertinents sont les substrats 
permettant de mettre en evidence l'ensemble des activites esterasiques comme la 
fluoresc^inendi -acetate (FDA) ou son homologue la carboxy-fluoresceine-di-acetate 
(CFDA) (Breeuvver et aL, 1995). 

20 Drocourt et al. (FR 2 764 305) decrivent un proced^ de marquage de 

tous les microorganismes viables (marquage FDA et CFDA) dans un exhantillon 
complexe, base sur la detection des activites esterasiques et surtout la suppression a 
1'aide d'un contre-colorant de Tautofluorescence de Pechantillon. 

Breeuvver et al. (WO05/00660) decrivent un procede de mesure de la 

25 viabilite des microorganismes dans un echantillon, en utilisant des marqueurs 
fluorescents. Le procede consiste a mesurer le temps requis pour qu'il se produise 
une perte de la moitie de la fluorescence emise par ces microorganismes. 
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Inoue et al (EP 1 203 825) utilisent la polym&hine pour r£v61er une 
activite reductrice des ions nitrites dans les microorganismes. C'est une activite 
cellulaire a priori detectable chez toutes les bacteries. 

Rocco et al (WO00/34509) utilisent des antibiotiques sur lesquels sont 
5 greff&s des molecules fluorescentes pour reveler les microorganismes. 

Fazzi et al (WO00/067065) ont mis au point une methode qui permet de 
differencier les bacteries selon leur coloration de Gram, en utilisant un melange 
d*acridine orange et de fluoresceine. La detection des populations microbiennes 
marquees se fait aJors par cytometric en flux. 
10 Jespersen et al (WO02/00036) ont egalement developpe une methode de 

coloration de Gram bas£e sur Putilisation de molecules reconnaissant des differences 
structurales entre les bacteries a Gram positif (structures glycanniques a la surface 
des cellules) ou negatif (presence du lipopolysaccharide). Cependant, cette m&hode 
ne permet pas la mesure de la viability des bacteries. 
15 Pyle et al (W095/31481) utilisent le CTC comme molecule revelatrice 

de 1 'activite respiratoire des microorganismes. Cette detection est couplee a un 
enrichissement immuno-magnetique et/ou a une detection immunologique a l'aide 
d'anticorps marques a la fluoresceine. 

Cependant, les marqueurs fluorescents de viabilite cites ci-dessus ont un 
20 spectre beaucoup trop large pour apporter la specificite n£cessaire a la detection de 
microorganismes spdcifiques. 

L'association des technologies de biologie moteculaire (utilisation de 
sondes nucleotidiques marquees en fluorescence) a la cytometric en flux est une 
piste qui a £te* engagee assez recemment (Amann et al, 1 995 ; Wallner et al, 1 995). 
25 Cependant, si elle fonctionne bien pour des microorganismes a Gram 

negatif, des recherches sont encore n£cessaires pour marquer specifiquement les 
bacteries a Gram positif. Vlieger et al (1992) decrivent Putilisation de la cytometric 
en flux pour detecter les acides nucl&ques amplifies par PCR par hybridation desdits 
fragments a des billes. 
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La cytometric en flux a notamment &6 utilisee pour denombrer Ies 
bacteries totales ou les levures dans du lait et des preparations de viandes, du lait 
ferment^, des vegetaux surgeles ou du lait cru. Les marqueurs utilises sont des 
marqueurs de viability (Breeewer et al, 1995). A ce premier critere de selection sont 
5 ajout^s les cri teres morphoiogiques de taille et de structure, qui sont analysables par 
cytometric en flux. 

La detection plus specifique de microorganismes (genres et especes) 
dans les aliments concerne en particulier les flores pathogenes telles que Salmonella, 
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157 :H7, Staphylococcus aureus, 

10 Brucella abortus (McClelland et al, 1994 ; lannelli et al, 1998 ; Pinder et al, 
1994 ; Skjerve et al, 1990, 1991 ; Tomayasu era/., 1998 ; Tortorello et al, 1998). 
Les marqueurs fluorescents utilises pour une identification des genres bacteriens 
demeurent les anticorps, pour Jesquels les protocoles sont nombreux et varies, mais 
peu sensibles s'ils sont utilises en direct sur les produits. En effet, la numeration 

15 d'un petit nombre d'£venements cellulaires dans un aliment est difficile, a cause de 
la presence d'un bruit de fond important du a la matrice et a la flore endogene, et au 
choix du marqueur fluorescent pour obtenir une reelle information sur la viability 
des cellules. Ainsi, il est recommande de multiplier les marqueurs fluorescents 
(anticorps, sondes stoechiomStriques, intercalants de l'ADN, substrats 

20 enzymatiques...) pour discriminer entre une bacterie et des particules fluorescentes 
entre des especes de bacteries diffdrentes. 

Pour amdliorer la detection du genre et de Pespece bacterienne, la 
separation immunomagndtique a 6t6 utilisee avec succes pour separer des 
microorganismes pathogenes d'une matrice alimentaire complexe. Les societes 

25 Dynal (Oslo, Norvege) et Vicam (Watertown, USA) commercial i sent des billes 
magn&iques sur lesquelles sont greffes des anticorps qui reconnaissent des bacteries 
pathogenes. Cependant, des applications conventionnelles n^cessitent toujours un 
etelement sur boite de Petri apres incubation dans un milieu d' enrich issement 
selectif, et parfois des tests de confirmation. Cela reside essentiellement dans le 
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manque de selectivity des anticorps utilises ou des interactions non sp&nfiques de la 
flore naturelle avec le support de la bille magnetique (Tomayasu et al, 1998). Par 
exemple, il est reconnu que des souches de Vibrio parahaemolyticus peuvent 
s'adsorber h la surface des billes magnetiques de maniere non-specifique et que cette 
5 capacite d'adsorption est dependante de Pidentite des souches de Vibrio. Des 
ameliorations de structure de ces billes paramagnetiques ont consiste a encapsuler la 
bille dans une structure chimique moins reactive avec Ie milieu (encapsulated 
nanobeads, Estapor). 

La separation immuno-magnetique a montre son efflcacite" a r£cup£rer 

10 des cellules eucaryotes a partir de liquides, mais aussi a isoler des microorganismes 
a partir d'echantillons aussi varies que des aliments, du lait, des feces (Grant et al. y 
1998 ; Skjerve et ah, 1990, 1991, Pinder et aL. 1994 ; Seo et al, 1998) Des billes 
paramagnetiques presentant a leur surface des anticorps dirig£s contre des antigenes 
de la surface membranaire sont commercialisms. Elles permettent de concentrer des 

15 bacte"ries & partir d'un echantillon complexe, ameliorant la sensibilite des techniques 
utilisees ulterieurement comme la PCR, I'hybridation de sondes nucl^iques, 
V immunofluorescence et la cytometrie en flux. Cette immuno-concentration realis^e 
par risolement des bactdries fixees aux billes sur la paroi d'un tube permet dans un 
meme temps d'eliminer les agents inhibiteurs presents dans Pechantillon. Elle 

20 constitue de plus une phase selective. 

L'utilisation de I' immunofluorescence couplee a la cytometrie en flux 
repond bien a ce probleme de speciflcite. Les proprietes immunologiques des 
bactdries pathogenes des aliments sont connues depuis longtemps et largement 
utilises dans des tests de detection rapides. Ces anticorps speciflques marques au 

25 FITC ont 6t6 utilises pour marquer des Salmonelles ajout^es dans des echantillons de 
lait et d'oeufs ou dans des eaux de rincage de carcasses de poulets contaminees 
(McClelland et al., 1994). Le couplage immunofluorescence et cytometrie en flux a 
egalement ete applique pour d£tecter Escherichia coli 0157 :H7 dans des 
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£chantillons de viande artificiellement contamines apres destruction de la flore 
naturelle(Seoe/a/. 1998). 

Cependant, dans tous !es cas, un pr6-traitement de Pechantillon est 
n^cessaire avant Panalyse (traitement chimique ou immuno-separation) et le seuil de 
5 detection ne descend pas en dessous de 10 000 cellules/g de produit, ce qui est trop 
dleve par rapport aux exigences relatives a la detection des bacteries pathogenes 
dans les aliments. 

Forrest et al 1979 (US 4,141,687) et Ithakissios et al 1978 (US 
4,1 15,534) decrivent la synthese de particules magnetiques permettant par couplage 
10 de molecules de reconnaissance d'extraire par Papplication d'un champ magn&ique 
des molecules, des cellules eucaryotes ou procaryotes d'un melange complexe. 

Coulter Electronics (UK 1,561,042) d^crit Putilisation de la cytometric 
en flux pour isoler et analyser des particules et des cellules ltees a ces particules. 

Pinder et al (WO98/20214) ont developpe des billes magnetiques de 
75 taille inferieure a 1 micron (100 nm dtant la taille preTeree), qui sont fluorescentes. 
LMntiret d'utiliser de telles billes pour extraire et marquer des micro-organ ismes 
reside dans leur petitesse. II n'est pas necessaire de decrocher lesdites billes des 
micro-organismes pour pouvoir les detecter par cytometrie en flux. 

Pyle et al (WO 95/31481) utilisent des billes magnetiques pour 
20 concentrer des bacteries a partir d'un £chantillon complexe. Ces bacteries sont alors 
marquees en vert par un anticorps fluorescent (fluoresced ne par exemple) et P activite* 
respiratoire des cellules est d£tect6e par le CTC (Cyano Tetrazolium Chloride) qui 
induit une fluorescence rouge chez les cellules, la detection se faisant par 
microscopie de fluorescence. 
25 Senyei et al (EP/0016552) ont grefK sur des billes magnetiques la 

proteine A (qui peut se lier a de nombreux anticorps) pour ensuite recuperer des 
cellules ayant a leur surface un anticorps \\€. 

Vesey et al (W096/31777) analysent par cytometrie en flux les 
complexes formes par des billes de latex fixees a des micro-organismes par 
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Pinterm&Jiaire d'anticorps fluorescents. lis decrivent Putilisation d'un anticorps 
fluorescent pour marquer les micro-organismes qui ont ete extraits de P^chantillon 
par voie immuno-magnetique. 

Fortin el ah (W099/47933) utilisent des billes de latex de taille 
J comprise entre 0,08 et 0,5 micron sur lesquelles sont greffes des anticorps 
reconnaissant des cellules. II se forme ainsi des complexes observables par 
cytometric en flux, selon les caract£ristiques de taille et de structure. 

La detection de microorganismes dans un echantillon peut egalement 
etre realisee par la detection d'activitSs enzymatiques specifiques, par Putilisation de 

10 substrats chromogenes ou fluorescents. La revue de Manafi (2000) est une mise a 
jour assez complete des strategies utilisees pour identifier les micro-organismes sur 
la base de la presence ou non d'activites enzymatiques particulieres dans le micro- 
organisme. Les principals cl£s dichotomiques sont la mise en evidence d'activitis 
est£rasiques particulieres (qui n'hydrolysent que des acides gras dont la longueur de 

15 la chame aliphatique est definie), glycosidiques (hydrolyses de differents sucres), 
phosphatases et sulfatases. Les substrats utilises component une partie cible, qui est 
reconnue par P enzyme recherch£e, et une partie marqueur. Cette partie marqueur 
lorsqu'elle est liee a la cible n'emet de signal visible (chromogene ou fluorescent) 
qu'apres hydrolyse de la liaison marqueur-cible. Les modes de revelation les plus 

20 r£pandus, de ces activit^s m£taboliques sont Paddition de ces substrats dans des 
milieux de culture. Les substrats, lorsqu'ils sont assimiles par les micro-organismes 
a Pint£rieur d'une colonie, sont responsables d'une coloration de celle-ci. La 
combinaison des milieux selectifs et des substrats (un ou plusieurs par milieu) 
permet d'obtenir une identification precise du micro-organisme recherche, par 

25 Pobservation de la forme et de la couleur de la bacterie. 

Ainsi, pour qu'il y ait coloration d'une colonie sur un milieu 
chromogene, il faut que le substrat soit expulse* a Pextirieur du rnicroorganisme, a 
Pinterieur de la colonie. 
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Schabert et al. (W099/48899) decrivent une voie de synthese pour un 
substrat fluorescent (sous excitation UV) permettant de reveler I'activite phosphatyl- 
inositol specifique de la phospholipase C. Ce substrat (comportant la 4- 
methylumbelliferone comme molecule fluorescente) est utilise dans la conception de 
5 deux milieux de culture permettant d' identifier Listeria monocytogenes et Bacillus 
cereus. Ce substrat n'est cependant pas assez specifique d'un genre bacterien pour 
etre utilise" dans le cadre de la presente invention. 

Conrad et aL (WO00/03034) ont mis au point des substrats fluorescents 
comportant Pesculine comme molecule fluorescente. Les methodes de detection et 
10 Putilisation precise de ces substrats pour identifier les microorganismes ne sont pas 
decrites. 

Berg et al (US 5,292,644) decrivent Putilisation de la 4- 
methylurnbelliferone-P-D-galactosidase, qui est excitable par les UV (Xexc= 
365 nm), pour detecter chez les bacteries Tactivite galactosidase, que ces micro- 

75 organ ismes soient cu I lives en milieu liquide ou solide. La detection se fait par 
excitation de la methylumbelliferone par les U.V., lorsque celle-ci est relarguee dans 
le milieu exterieur. 

Nelis et al (WO 98/13515) decrivent l'utilisation de substrats 
chromogenes ou fluorescents consecutivement a une excitation par les U.V., qui 

20 permettent de mettre en evidence les activit6s beta-D-galactosidase ou b^ta-D- 
glucuronidase chez les micro-organ ismes. La technique d£crite se limite a la 
detection desdits microorganismes, marques sur des milieux de culture solides ou 
retenus sur un flltre. 

Rambach Alain (WO 00/53799) utilise les substrats glucose et phosphate 

25 greffes a des molecules chromogenes pour d&ecter dans un milieu specifique 
contenant de la deferoxamine, Staphylococcus aureus. La detection repose sur 
Pobservation de composes chromogenes dans la colonie bacterienne, des composes 
qui sont expulses par les bacteries a 1'interieur de la colonie. L' identification de 
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Staphylococcus aureus est basee sur Pobservation de composes chromogenes 
resultants de Paction des enzymes phosphatase et glucosidase. 

Cooke et al (WO 00/41409) marquent specifiquement les Salmonelles a 
Paide d'un substrat chromogene speciflque des activites octanoate-esterases (ou 
5 caprylate-esterase) dudit micro-organ isme. L'utilisation de Pactivite caprylate- 
esterase comme moyen d'identification de Salmonella est decrite depuis de 
nombreuses annees (Humbert et al. 1989) et montre peu d'efficacite lorsqu'elle 
couplee avec des milieux de culture solides. Dans la demande de brevet de Cooke et 
al, un substrat permettant de d&ecter la 0-D-galactosidase est ajoute au milieu afin 
10 d'obtenir une plus grande specificite. 

La presente invention se propose de remedier aux inconvenients de Tart 
anterieur en proposant un precede de detection et de numeration ou comptage de 
microorganismes dans un echantillon solide ou liquide dans des conditions de temps 
et de specificity nettement ameliorees. 

Dans le cadre de la presente invention, la recherche de microorganismes 
peut etre realisee a partir d'echanti lions d'origine agroalimentaire, tels que des 
produits earned, des ovo produits, des eaux, des produits laitiers y compris le lait, 
des jus de fruits, des produits veg&aux et de leurs derives, ainsi qu'a partir 
d'echantiUons d'origine animale y compris humaine, tels que tout type de tissu, des 
20 feces et du sang. 

Le procdde de l'invention comprend notamment trois Stapes s^lectives et 
spdciflques du microorganisme recherche dans un echantillon, a savoir : 
Penrichissement s&ectif du microorganisme en question, Pactivation dudit 
microorganisme dans un milieu conditionnant et le marquage fluorescent dudit 
25 m icroorgan isme. 

En fait, le proc&te de detection et de numeration ou de comptage de 
microorganismes dans un echantillon conforme a l'invention, comprend 5 drapes 
dont certaines peuvent etre concomitantes et dont Pordre peut varier en fonction du 
microorganisme recherche. 


15 
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Le procede de detection confonne a l'invention comprend les Stapes de : 

a) enrichissement selectif du microorganisme recherche dans 
I'dchantillon, 

b) conditionnement dudit microorganisme, 

5 c) concentration immunomagn&ique du microorganisme condition^, 

d) marquage fluorescent du microorganisme concentre, et 

e) detection et analyse de la fluorescence. 

L'un des objectifs de la presente invention est de palier le manque de 
sensibility et de specificity des m£thodes de detection de microorganismes de l'art 

10 ante>ieur et le proc£d6 conforme & l'invention permet d'obtenir des seuils de 
detection tres faibles, de l'ordre de 10 a 100 microorganismes/g d'exhantillon, c'est- 
a-dire des seuils 100 a 1 000 fois plus faibles que ceux de l'art anteYieur. 

Un autre objectif de l'invention est de permettre une detection des 
microorganismes en moins de 24 heures, ce qui est notamment obtenu par une etape 

15 d'enrichissement et de conditionnement du microorganisme recherche en moins de 
1 8 heures, un marquage fluorescent en moins de 3 heures, et une detection par 
cytometric en flux en quelques minutes. 

La premiere etape du procede confonne a {'invention est une etape 
d'enrichissement selectif du microorganisme recherche dans r&hantillon, cette 

20 etape ayant un double but. Elle permet non seulement la multiplication dudit 
microorganisme mais egalement permet la revivification dudit microorganisme dans 
le cas ou celui-ci est par exemple stresse. Cette etape d'enrichissement est realised 
dans une composition comprenant des nutriments adaptes a la culture du 
microorganisme recherche sur une duree de 8 a 15 h. Cette composition comprend 

25 egalement des agents charges de detruire les especes reactives a l'oxygene et les 
agents anti-oxydants qui pourraient etre presents dans l'^chantillon. 

Cette composition est egalement destinee a rendre ou maintenir une 
certaine viability au microorganisme dont le critere de cultivabilitS est 
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momentanement perdu pour diverses raisons, suite a un stress quelconque tel qu'un 
traitement thermique par exemple. 

L'inte>£t d'une telle demarche est de pouvoir ensuite detecter et compter 
Ies microorganismes en question afin de les prendre en compte dans i'analyse de 
5 P£chantillon car de tels microorganismes sont susceptibles de se «rdveiller» 
ulterieurement a la faveur d'un evenement particulier, tel qu'un changement de 
temperature, et devient alors un danger pour la sante" du consommateur ou peut 
donner lieu a une sous-estimation du niveau de contamination ou d' infection dudit 
echantillon. 

JO Selon un mode de realisation prefere de I'invention, la composition mise 

en ceuvre dans l'etape d'enrichissement seiectif du microorganisme recherche* dans 
1'echantillon comprend : 

- du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre 1 a 
20 g/L, de preference entre 1 a 10 g/L et plus preferentiellement 4 a 

75 6 g/L, 

- du thiosulfate de sodium a une concentration comprise entre 0,5 et 
5 g/L, de preference entre 0,5 et 3 g/L et plus preferentiellement 
encore environ 2 g/L, 

- de la catalase a une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, 
20 de preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus preferentiellement 

encore environ 5 000 u/L. 
Outre les deux buts que se propose d'atteindre la susdite composition, 
elle peut egalement permettre de detruire les flores competitives du microorganisme 
recherche si une telle demarche s'impose en fonction de Pechantillon ou dudit 
25 microorganisme. Ainsi, la composition conforme a i'invention peut comprendre en 
outre au moins un agent antimicrobien. 

Par agent « antimicrobien » ou « agent seiectif », on entend tout compose 
capable de detruire ou inhiber les flores competitives du microorganisme recherche. 
II est a souligner que ledit agent antimicrobien ou seiectif peut §tre un antibiotique. 
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Bien evidemment, la formulation antimicrobienne ainsi utilisee 
(comprenant au moins un agent antimicrobien) est speciflque du microorganisme 
recherche. 

En effet, une des etapes ulterieures du procede* conforme a V invention 
5 consiste en la detection d'au moins une activite speciflque du microorganisme 
recherche par fluorescence et par consequent, ladite fluorescence doit 6tre Hmitee a 
l'activite recherch^e. 

De plus, les agents antimicrobiens peuvent jouer un role sur la 
modification de l'integrit6 membranaire des microorganismes cibl£s et done sur des 
10 parametres mesurables comme le potentiel membranaire, le potentiel 
d'oxydoreduction ou les activites deshydrog^nases. Par exemple, les agents 
antimicrobiens utilises pour selectionner des Listeria sont composes d'au moins la 
polymixine B, I'ofloxacine, Pamphotericine B, la 5-fluorocytosine et je chlorure de 
lithium. Les agents selectifs de Salmonella sont constitues de vert brillant et de 
75 sulfapyridine. Les agents selectifs de Staphylococcus aureus comprennent de la 
glycine, du chlorure de lithium et de la deferoxamine. La selection des Escherichia 
coli se fait par les sels biliaires. Les agents selectifs de Mycobacterium avium 
paratuberculosis comprennent de la vancomycine hydrochloride et 1'acide 
nalidixique. Les antibiotiques selectifs de Legionella pneumophila sont constitues du 
20 melange polymixine B, vancomycine, cycloheximide. 

Par « conditionnement» du microorganisme recherche dans un 
£chantillon selon le procede de 1'invention, on entend « induction » ou « activation » 
d'au moins une activite ou propridte speciflque dudit microorganisme. Cette etape 
est importante et est destined a permettre la detection de l'activite* ou de la propriety 
25 speciflque en question par un marquage fluorescent. 

Par exemple, le conditionnement du microorganisme recherche peut 
consister en 1'induction d'une activite enzymatique caractenstique du 
microorganisme recherche et il resuite de I'ajout au milieu d'enrichissement du 
microorganisme d'un substrat non fluorescent speciflque de ladite enzyme. 


• 
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II est a souligner que le conditionnement peut comprendre P induction 
d'une ou de plusieurs activite(s) enzymatique(s). 

Les substrats non fluorescents specif! ques des enzymes recherchees sont 
par exemple : Pisopropyl-p-D-thiogalactopyranoside, le m£libiose- methyl -P-D- 
5 galactopyranoside pour activer la p-D-galactosidase, par exemple le methyl-a-D- 
galactopyranoside pour induire Ja galactosidase, le p-nitroph£nyI-P-D-glucuronide, 
Pisopropyl-P-D-glucuronide, ou le mdthyl-P-D-glucuronide sodium pour induire la 
glucuronidase, le m&hyl-P-D-glucoside, la cellobiose et la salicine pour induire la p- 
Dglucosidase, le m&hyl-caprylate pour induire la caprylate esterase, le 4- 

10 nitroph£nyl-paImitate, le methyl-palmitate pour induire la palmitate esterase, Pacide 
2-methyl-propionique pour induire la propionate esterase. 

Selon un mode preTeYentiel de mise en ceuvre de la presente invention et 
dans le cas ou le conditionnement consiste en 1 9 induction d'au moins une activity 
enzymatique specifique du microorganisme recherche, les etapes a) et b) du proced£ 

15 de ^invention peuvent etre r£alisees simultan£ment. La sensibility et la rapidity de 
P analyse peuvent s'en trouver am£lior£es. Dans ce cas, la duree totale de ces deux 
phases realisees simultandment est comprise entre 6 h et 48 h, de preference 12 h et 
24 h et plus preTeYentiellement encore entre 1 5 et 1 8 h. 

Dans le cas ou le microorganisme recherche dans Pechantillon est une 

20 bacterie Gram + , P&ape de conditionnement peut egalement comprendre une etape 
d* induction d'au moins un antigene de surface caracteristique ou sp£cifique dudit 
microorganisme comprenant Pajout au milieu d'enrichissement du microorganisme 
d'un extrait de levure a une concentration comprise entre 5 et 50 g/L, de preference 
entre 1 0 et 20 g/L et plus preTerentiellement encore environ 1 0 g/L. 

25 L' induction d'au moins un antigene de surface, dans le cas ou le 

microorganisme recherche est une bactdrie Gram + , en plus de P induction 
enzymatique, s'explique par le fait qu'il est impossible, selon Part ant&ieur, de 
r£aliser un tri immunomagnetique a Paide d'anticorps dirigds contre des antigenes de 
la membrane et de la paroi cellulaire. Sous des conditions classiques de culture, les 
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bacteries a Gram 4 " synthetisent une capsule exopolysaccharidique pour se proteger 
d'une agression exterieure, ce qui masque les ant i genes de la paroi cellulaire et de la 
membrane, les rendant inaccessibles a des anticorps. C'est la raison pour laquelle, 
selon un mode preferentiel de mise en oeuvre de la presente invention, Tinhibition de 
5 la synthese de cette capsule est realisee par Pajout au milieu d' enrich issement d'un 
extrait de levure, activant ainsi 1' expression d'antigenes de membrane et de la paroi 
rendus ainsi accessibles a des anticorps. 

L'etape de concentration immunomagn&ique du microorganisme 
recherche est realisee a partir du milieu de conditionnement. La concentration 

10 immunomagnetique consiste, par le biais d'une reaction antigene-anti corps, a 
concentrer ledit microorganisme a partir du milieu de conditionnement. 

L'anticorps mis en contact avec le microorganisme recherche est dirige 
vers un antigene sp^cifique dudit microorganisme tout en etant greffe sur une bille 
magnetique. Ensuite, les complexes billes-anticoips-microorganismes sont s6pares 

75 du milieu et le microorganisme est ensuite separ£ du reste du complexe. 

Cette etape de concentration immunomagnetique peut etre realisee avec 
les billes Dynabeads® selon les recommandations du fournisseur, a l'exception du 
volume d'echantillon qui est double. La reaction peut egalement etre realisee avec 
les billes liees de facon covalente a des anticorps (secondaires) diriges contre les 

20 anticorps (primaires) de lapin (Dynabeads MP-280 sheep anti-rabbit IgG). 

A titre d'exemple, le protocole mis en ceuvre peut etre le suivant : un 
volume de 1 a 50 ml d'echantillon, de preference 1 a 5 ml, preferentiellement 2 ml, 
est mis en contact pendant 30 min a temperature ambiante avec 1 a 250 u.g, de 
preference 1 a 50 fig, preferentiellement de 10 pg d'anticorps dirige contre la 

25 bacterie recherchee. Une quantite de billes Dynabeads (Listeria, Salmonella,.,) 
comprise entre 1.10 6 et 250.10 6 , de preference entre 10.10 6 et 20.10 6 , 
preferentiellement 10.10 6 , lavees en PBS (14190-094, Invitrogen S.a.r.l) / BSA (ID- 
BIO Sa) 0,1% au prealable, est ajoutee et I'ensemble est incube 30 min a 
temperature ambiante sous agitation douce et reguliere. A I'aide d'un concentrateur 
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de particules magnetique (MPC-E, Dynal Biotech SA ou tout autre appareil de tri 
magnetique), les billes sont recuperees sur la paroi des microtubes par elimination 
du iiquide residuel. El les sont ensuite lavees dans un volume de PBS et recuperees a 
nouveau a Paide du concentrateur de particules. 
5 A Pissue de la reaction d'immuno-concentration, les billes sont reprises 

dans 225 ul de PBS. Les bacteries sont ensuite decrochees des billes. Le 
concentrateur magnetique sert ensuite a eliminer les billes et le surnageant de 
decrochage contenant les bacteries concentres est recupere dans un tube de 5 ml 
pour subir la reaction de marquage fluorescent. 

10 L'etape d'immuno-concentration, outre le fait de concentrer les bacteries 

d'interet et done d'augmenter d'un facteur 10 la sensibility de detection, permet 
d'eliminer les bacteries ayant pu se developper dans le milieu d'enrichissement et/ou 
conditionnement malgre* les elements seiectifs. 

Selon un autre mode de realisation de Pinvention, Panticorps greffe sur 

15 la bille magnetique est dirige contre un anticorps lui-meme dirige contre un antigene 
specifique du microorganisme recherche. En d'autres termes, une premiere reaction 
antigene-anticorps est realisee par la mise en contact du microorganisme recherche 
avec un anticorps dit « primaire » dirige contre un antigene specifique de ce 
microorganisme et une seconde reaction antigene-anticorps est realisee par la mise 

20 en contact de Panticorps « primaire » avec un anticorps dit « secondaire » greffe sur 
une bille magnetique et dirige contre ledit anticorps primaire. 

Selon un mode de realisation prefere de la presente invention, les billes 
magnetiques presentent un diametre compris entre 1 et 20 |im, de preference entre 2 
et 8 jxm. Plus preferentiellement encore, les billes mises en ceuvre dans les exemples 

25 ont, comme indique, un diametre de 2,8 u,m ou 4,5 pjn. 

La taille des billes mise en ceuvre dans la presente invention est 
importante car elle doit permettre Pextraction des bacteries de milieux complexes 
avec une grande eflficacite. Dans Part anterieur, des billes presentant un diametre tres 
inferieur k celui des billes de Pinvention ont ete utilisees (nanobilles) mais les 
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Inventeurs ont constate que celles-ci donnaient lieu a un bruit de fond beaucoup trop 
important ne permettant pas clairement de distinguer les microorganismes des autres 
eM£ments du milieu. 

Le marquage fluorescent des microorganismes recherches, de preference 
5 obtenus apres concentration immunomagnetique, est realise par Pajout au milieu 
contenant lesdits microorganismes d'au moins un substrat comprenant une partie 
specifique de Pactivite enzymatique a reveler et une partie marqueur. 

Par le choix de ces substrats, selon qu'il y ait utilisation ou non par le 
microorganisme, il est possible de differencier et de caracteriser des especes ou sous 
10 especes d'un genre microbien donne\ 

Selon un mode de realisation preferee de Pinvention, la partie marqueur 
est constitute par un marqueur fluorogene excite a 488 nm choisi dans le groupe 
comprenant les xanthines, les acridines, les phycobiliproteines, la cyanine et 
Pesculine. 

15 Parmi les xanthenes, on peut citer plus particulierement la fluoresceine et 

les derives de fluoresceine dont des exemples sont donnes ci-apres, ainsi que la 
rhodamine. Parmi les phycobiliproteines, on peut citer tout particulierement la 
phycoerythrine. 

Dans le cas ou plusieurs substrats sont mis en ceuvre, chacun d'eux peut 
20 comprendre une partie marqueur diffSrente de la ou des autres partie(s) marqueur, de 
facon par exemple a exprimer plusieurs couleurs de fluorescence. 

Dans le cadre de la ptesente invention, il est important que la 
transformation du substrat ait lieu a Pinterieur de la bacterie et a ce que le produit 
fluorescent soit retenu dans la cellule. 
25 De facon alternative, une pernteabilisation transitoire des bacteries peut 

etre tealiste par Pajout d'isopropanol a 15 % et une incubation de 15 min a 37°C. 

Le choix des marqueurs fluorescents est basd sur Ieur capacite a etre 
retenus a Pinterieur des cellules. Par exemple, les formes carboxytees, aminees ou 
pentafluorobenzoylamintes des fluoresctines sont particulierement bien retenues 
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dans les cellules, consecutivement a Taction des enzymes intracellulaires qui fixent 
ces produits fluorescents liber^s dans les cellules (Haugland, 1995). 

Selon un autre mode de realisation de V invention, la partie du substrat 
specifique de l'activite enzymatique a reveler est constitute d'un acide gras, d'un 
5 ose, d'un phosphate, d'un peptide et/ou d'un sulfate. 

Les acides gras sont caracterises par tine chaine carbonnee de longueur 
comprise entre 2 et 20 atomes de carbones. Preferentiellement, le substrat est choisi 
dans le groupe comprenant la fluorescelne-di-caprylate, la fluorescelne-di-palmitate, 
la fluoresceine-di-dibutyrate, la fluoresc&ne-di-dicaproate, la fluoresceine-di- 
10 dilaurate, la fluoresceine-di-propionate, la 5(6)-carboxy-dichloro-fluoresceine- 
diacetate. 

Les oses sont des pentoses ou des acides glucuroniques. 
Preferentiellement, le substrat est choisi dans le groupe comprenant la fluoresceMne- 
di-P-D-galactopyranoside, le fluoresceine-a-D-galactopyranoside, la fluoresceine-di- 
15 P-D-glucopyranoside, le fluoresces ne-di-J3-D-mannopyranoside, le fluoresceine-di-P- 
D-fucopyranoside, le fluoresce in e-di-P-D-N-acety I galactosaminide, le fluoresctine- 
di-P-D-N-ac&ylglucosaminide, le fluoresceine-di-P-D-xyloside. 

Preferentiellement, les substrats peptidiques sont des acides amines 
enchants (de 1 a 10 acides amines) et greffes a la Rhodamine 110. 
20 Preferentiellement, les substrats phosphate et sulfate sont la fluoresceine- 

diphosphate et la fluoresceine-disulfate respectivement. 

Preferentiellement, les substrats fluorescents permettant de detecter les 
activites esterases, osidases, phosphatases, peptidases ou sulfatases sont ajoutes aux 
milieux de conditionnement a une concentration comprise entre 0,1 uM et 1 mM, de 
25 preference 1 \*M a 100 jaM. 

A titre d'exemple, les substrats suivants sont particulierement 
interessants : 
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- le 5,6-carboxy-dichloro-fluoresc£ine-diac&ate pour reveler la forte 
activity esterasique de Listeria monocytogenes, et Ies conditions acides du contenu 
intracellulaire de cette bact£rie ; 

- la 5-(pentafluorobenzoylamino)fluoresceine ou le fluoresc6ine-di-beta- 
5 D-glucopyrannoside pour r£v£ler Pactivite beta-D-glucoside de Listeria 

monocytogenes, ladite activity etant amplifiee chez Listeria monocytogenes par 
Padjonction du substrat salicine pr^ferentiellement dans le milieu de 
conditionnement a la concentration de 1 alO mM ; 

- la fluorescdine-dipropionate pour reveler Pactivite propionate esterase 
10 de Listeria monocytogenes ; Pinduction de cette enzyme est realisde par Pajout de 

Pacide 2-m^thyI-propionique preferentiellementdans le milieu de conditionnement a 
la concentration de 1 k 10 mM ; 

- la fluoresceine di-phosphate comme revelateur de Pactivite 
phosphatase alcaline chez Staphylococcus aureus, une repression de Penzyme chez 

15 Ies Staphylococcus non-aureus peut etre realisee par Pajout de phosphate 

inorganique a 0,3% dans le milieu de conditionnement ; 

Pacide fluorescein e-di-beta-D-glucuronique ou 5- 

(pentafluorobenzoylamino)fluoresceine-di-b^ta-D-glucuronique comme revelateur 

de la glucuronidase chez Escherichia coli ; une induction de Penzyme chez le micro- 
20 organisme est realisee par Pajout de 4-nitrophenyl-beta-D-glucuronide de 1 a 10 mM 

dans le milieu de conditionnement ; 

- la fluoresceine-di-palmitate ou la 5-(6) carboxyfluoresceine-di- 
palmitate comme revelateur de la palmitate esterase chez Mycobacterium avium 
paratubercuiosis, une induction de Penzyme chez le micro-organisme est realisee 

25 par Pajout de 4-nitroph£nyl palmitate ou methyl-palmitate de 1 k 10 mM dans le 
milieu de conditionnement ; 

- Ia fluoresc£ine-di-caprylate ou la 5-(6)carboxyfluoresc£ine-di-caprylate 
comme rdvSlateur de la caprylate esterase chez Salmonella, une induction de 
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Penzyme chez le microorganisme est realised par Pajout de methyl -capry I ate de 1 a 
10 mM dans le milieu de conditionnement. 

Les reactions enzymatiques peuvent se produire dans une gamme de 
temperature variant de 25 a 45°C selon les microorganismes, a 1'abri de la lumiere et 
5 pour une duree n'excedant pas 1 h. Sitot la reaction de marquage achev6e, les 
microorganismes sont stockes a 4°C pour limiter leur developpement et surtout 
empecher Pefflux de marqueur a Pexterieur du microorganisme. 

Par ailleurs, il est inte>essant de souligner que lorsque I'etape de 
conditionnement du procede conforme a Pinvention consiste en une etape 
10 dMnduction d'au moins une activite enzymatique specifique du microorganisme 
recherche, I'etape de concentration immunomagnetique peut avoir lieu avant P etape 
de conditionnement du microorganisme en question, ou apres Petape de marquage 
fluorescent du microorganisme. 

En d'autres termes, Petape de conditionnement du microorganisme 
15 recherche peut avoir lieu dans un milieu comprenant ledit microorganisme 
prealablement concentre" de facon immunomagnetique, et done Petape de marquage 
fluorescent interviendra apres Petape de conditionnement ; mais il est dgalement 
possible d'envisager que P6tape de marquage fluorescent du microorganisme 
intervienne imm^diatement apres I'etape de conditionnement et que la concentration 
20 immunomagnetique du microorganisme n'intervienne qu'apres ledit marquage 
fluorescent. 

Selon un mode de realisation preferee de Pinvention, la detection et 
Panalyse de la fluorescence permettant la numeration ou le comptage des 
microorganismes recherches est realisee par une technique choisie dans le groupe 
25 comprenant : la cytometrie en flux, la cytometrie sur filtre et la microscopie de 
fluorescence, la cytometrie en flux etant preferee. 

La cytometrie en flux s'est en fait averee particulierement interessante, 
en tant que demiere etape du procede conforme a Pinvention, afin de pouvoir rendre 
un resultat d'analyse fiable et rapide, e'est-a-dire en 24 h, voire 12 h. 
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La cytometric en flux a connu recemment, en microbiologic, plusieurs 
cteveloppements : le ctenombrement des microorganismes totaux en utilisant des 
marqueurs cellulaires non specifiques, la detection et I 'identification de 
microorganismes a Paide de marqueurs specifiques (immunoglobulines ou 
5 marqueurs gen&iques) couples a des fluorochromes (Robinson J. P., 1999). 

De plus, cette technique s'applique parfaitement bien aux differents 
types d'echantillons mentionnSs ci-dessus mais trouve egalement des applications 
dans le diagnostic vete>inaire et les analyses environnementales. 

Chez Panimal contamine* par des microorganismes pathogenes, la 

10 presence de ces derniers peut etre revelee de maniere directe, ou indirecte. La voie 
directe consiste a detecter dans des biopsies ou des tissus, lesdits microorganismes 
par culture dans un milieu adapte" (boite de Pe'tri) ou a detecter par des methodes 
ELISA des antigenes microbiens ou la recherche de sequences cibles dans I'ADN. 
La voie indirecte consiste en la detection des anticorps diriges contre les antigenes 

75 microbiens qui sont produits en reponse a Pinfection de Panimal par ces 
microorganismes. Le but est de diagnostiquer le plus precocement possible l'£tat 
sanitaire d'un animal, pour eviter que celui-ci ne contamine le reste du troupeau. Les 
methodes d'analyses doivent done etre rapides et precoces dans le stade de 
d6veloppement de la maladie. Ainsi, il faut ameliorer la detection des bacteYies qui 

20 poussent tres Ientement dans un milieu de culture (exemple des mycobacteYies) ou 
dont la propagation dans un cheptel est tres rapide et passe parfois inapercue au 
cours de ce que Pon appelle une phase asymptomatique (paratuberculose et maladie 
des muqueuses bovines). 

Comme precedemment indique, les echantillons susceptibles d'etre 

25 analyses par le procede' conforme a Pinvention peuvent etre d'origines tres diverses 
mais e'galement de consistance et/ou de nature tres diverses. Ainsi, les 
caracteYistiques physiques dudit echantillon peuvent necessiter une etape pr^alable 
aux etapes a), b), c), d) et e) du procede de Pinvention. Plus parti culierement, il 
s'agit d'une etape de filtration de Pechantillon a analyser. 
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Dans le cas par exemple ou Techantillon a analyser est un echantillon 
solide, semi-solide ou constitue d'un liquide trouble, ladite filtration, appetee 
egalement broyage, est realisee au moyen d'un filtre dont la porosite est comprise 
entre 20 et 150 microns, de preference entre 30 et 100 microns et plus 
5 preferentiellement encore d'environ 63 microns. 

A titre d'exemple, la filtration des ichantillons solides peut etre realisee 
dans un sac plastique dans lequel est insere sur toute sa surface un filtre pleine page 
en plastique prdsentant la porosite ci-dessus mentionnee. 

Dans le cas ou rechantillon a analyser par Ie procede conforme a 
10 Tinvention est constitue d'un liquide clair, il peut etre filtre sur une membrane 
pr^sentant une porosite comprise entre 0,2 et 10 jum, de preference 0,2 et 5 u.m et 
plus preferentiellement encore entre 0,2 et 0,5 urn. 

La presente invention concerne 6galement un milieu d'enrichissement 
selectif d'un microorganisme recherche dans un echantillon comprenant une 
15 composition nutritive permettant la multiplication dudit microorganisme, une 
composition de revivification dudit microorganisme, et 6ventuellement une 
composition de destruction des flores competitives dudit microorganisme. 

Selon un mode de realisation prefe>£e de Tinvention, le milieu 
d'enrichissement comprend : 
20 - du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre 1 a 


20 g/L, de preference entre 1 a 10 g/L et plus preferentiellement 
entre 4 a 6 g/L, 


25 


du thiosulfate de sodium a une concentration comprise entre 0,5 et 
5 g/L, de preference entre 0,5 et 3 g/L et plus preferentiellement 
encore environ 2 g/L, 


de la catalase a une concentration comprise entre 500 et 
20 000 u/L, de preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus 
preferentiellement encore environ 5 000 u/L. 
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Le susdit milieu d'enrichissement du microorganisme recherche dans 
I'^chantillon a analyser peut en outre comprendre au moins un antibiotique. 

Enfin, la presente invention a egalement pour objet un kit pour la mise 
en ceuvre du procede ci-dessus decrit de detection et de comptage de 
5 microorganismes, ce kit comprenant : 

un milieu d'enrichissement selon la presente invention sous une 
forme liquide ou d^shydratee, 

un sac plastique dans lequel est integre' sur toute sa surface un filtre 
pleine page, de preference en matiere plastique, presentant une 

10 porosis d'environ 63 jam, 

des billes magndtiques sur lesquelles sont greffes des anticorps 
specifiques desdits microorganismes, comme ci-dessus decrit, 
conserves dans un milieu liquide, par exemple a Pinterieur d'un 
autre contenant en verre, 

75 - un ou plusieurs substrats tels que decrits ci-dessus pour le 

marqiiage fluorescent desdits microorganismes, sous forme 
lyophylisee, et 

des solvants appropries, par exemple dans un autre contenant en 
verre. 

20 La presente description sera mieux comprise a la lumiere des exemples 

ci-apres. Ces exemples ne precisent ni la nature, ni Porigine de P^chantillon a 
analyser. lis identifient le microorganisme recherche et illustrent la detection de ce 
microorganime, £tant entendu que le protocole decrit est le m£me quelque soit la 
nature ou Porigine de P6chantillon. Seule Petape de broyage ou de filtration de 

25 Pechantillon, prealablement a Pdtape d'enrichissement, n'est pas decrite. 


EXEMPLES 

Exemple 1 : Detection de Listeria monocytogenes 
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Procedure pour activer Fenzyme beta-D-glucosidase et les antigenes 
somatiques 1 et 4 de Listeria monocytogenes et detection par cytometric 

Listeria monocytogenes est un bacille Gram positif, catalase+, oxydase-, 
non sporul£, non encapsuie, pathogene pour l 5 homme chez qui il est responsable de 
5 la liste"riose, maladie pouvant provoquer des avortements, des septicernies et des 
me*n ingo-encephal ites. 

II fait partie du genre des Listeria qui comprend 6 especes 
{monocytogenes, ivanovii, innocua, welshimeri, seeligeri et grayi). Les souches de 
Listeria monocytogenes sont divisdes en 17 serotypes bas£s sur les antigenes 
10 somatiques (de 1 a 15) et flagellars (de A a E) dont 3 (l/2a, l/2b et 4b) 
represented 95 % des souches isotees et sont responsables des listerioses humaines 
(Swaminathan et al. y 1 995). 

Les caracteristiques de survie et de multiplication de cette bacteVie 
expliquent sa large repartition. Elle peut se multiplier en Pabsence d'oxygene, a des 
15 pH pouvant aller de 5,6 a 9,6 et a des temperatures comprises entre 1 et 45 °C; elle 
resiste au sel (jusqu'a 20 % pour certaines souches), au dessechement et a la 
congelation. Enfin, elle peut former ou participer a des biofilms favorisant sa 
persistance malgre Ie nettoyage et la disinfection. 

Capable de persister dans des conditions hostiles pour la plupart des 
20 autres germes, elle est cependant assez peu competitive et est inhib£e par les flores 
microbiennes complexes. Dans les matrices alimentaires, les Listeria monocytogenes 
sont parfois en tres faible nombre associees a une flore complexe composed souvent 
de streptocoques, enterocoques, microcoques, Bacillus sp., Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris (Kramer et Jones, 1969). 
25 La transmission des Listeria se fait essentiellement par des aliments 

contamin£s. La dose infectante a Porigine de cas cliniques est sup£rieure a 100 
germes par g ou par ml. 

L'enzyme P-D-glucosidase est presente chez toutes les especes de 
Listeria, mais seule Pespece monocytogenes possede la phosphatidylinositol 
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phosphoiipase C (Notermans et al., 1991). L'activite phosphatidyl inositol 
phospholipase C est aussi retrouv^e chez d'autres especes microbiennes comme 
Bacillus. 

Les caracteristiques des Listeria monocytogenes concernant la 
5 croissance, la serologic et la biochimie sont a 1'origine de la definition du milieu 
d'enrichissement utilise* pour revivifier et multiplier les Listeria monocytogenes a 
partir d'^chantillons complexes tout en inhibant les bacteries competitives, pour 
stimuler la production des antigenes somatiques 1 et 4 et pour induire ^expression 
de Penzyme p-D-glucosidase qui servira a la detection des bacteries par ^utilisation 

10 d'un substrat fluorescent. 

Le bouillon selectif utilise couramment pour Listeria est le Fraser 1/2. La 
composition de ce milieu a servi de base pour notre bouillon en ce qui concerne la 
base d'enrichissement non selective. A cette base est ajoutee un supplement de 
revivification qui permettent de combler une carence du Fraser 1/2 : mettre en 

15 Evidence des bacteries stressees. D'autre part un suplement d'induction d'activite p- 
D-glucosidase est ajoute\ Le supplement selectif du Fraser 1/2 a ete modifie" pour 
etre efficace sur I 'ensemble des produits complexes sur lesquels nous avons effectu6 
la procedure complete de detection des Listeria monocytogenes. 

Une autre realisation particuliere pour Listeria monocytogenes consiste k 

20 activer -I 'enzyme propionate esterase par l'ajout d'acide propionique a 2 mM dans le 
milieu de conditionnement. Cette activity est absente chez les enterocoques, ou 
autres coques k Gram positif, qui peuvent se developper de maniere non specifique 
dans le bouillon. 


25 1) Compositions 

a. Base d'enrichissement non selectif, 

Tryptone peptone 5 & 15 g/L, concentration preT6r£e lOg/L, , Extrait de 
levure 5 a 15 g/L, concentration preTeree lOg/L, Na 2 HP0 4 9,6 g/L, KH 2 P0 4 
1,35 g/L, NaCl 10 a 30 g/L, concentration preferee 20g/L. 
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La tryptone peptone et Pextrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de mineraux. lis permettent la production des antigenes. Les 
sels de Na 2 HP0 4 et KH 2 P0 4 permettent d'ajuster le pH du milieu a 7 +/- 0,2, pH de 
croissance optimum pour listeria et de tamponner le milieu au cours de 
5 Penrichissement. La forte concentration en NaCl a pour but d'inhiber les 
ente>ocoques, flore sou vent associde aux listeria qui presentent des caract£ristiques 
communes avec elles notamment Pactivite* P-D-glucosidase. 

b. Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration preferee 5 g/L, Thioglycolate 
10 de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preferee 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour participer a la 
stimulation du m^tabolisme des organismes stresses. La catalase intervient dans 
P^Iimination des especes reactives de Poxygene, toxiques pour les microorganismes 
et potentiellement presents dans les aliments. 
15 c. Complement d' induction de Vactivite fi-D-glucosidase. 

Salicine de 1 a 20 mM, de preference 2 mM. 

A Timage de certaines P-D-glucosidases de champignons (Birk et aL, 
1997 ; Perez-Pons J.A. 1995 ; Venturi et al. 2002) ou de bacteries (Yang et aL y 
1996), la P-D-glucosidase de Listeria monocytogenes est inducible. En absence 
20 d'inducteur pendant la phase d'enrichissement Pactivite" enzymatique est 
ind&ectable. 

La salicine est un substrat de la p-D-glucosidase ; sa presence dans le 
bouillon d'enrichissement permet Pinduction de 1'expression de cette enzyme et sa 
detection par cytometric en flux, (cellobiose ou m&hyl-p-Dglucoside peuvent 
25 £galement etre utilises). 

d. Complement d f induction de Vactivite propionate esterase 

Acide 2-methyI-propionique, de 1 a 20 mM, concentration preferde 

2mM. 
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La presence de l'acide 2-methyl-propionique dans le bouillon de 
conditionnement permet d'induire l'activite propionate esterase de Listeria 
monocytogenes, en vue de sa detection par un marquage fluorescent et cytometric en 
flux. 

5 e. Complement selectif. 

Polymixine B 5mg/L, Ofloxacine lmg/L, Amphotericine B 2 mg/L, 5- 
Fluorocytosine 4 mg/L et eventuellement du chlorure de lithium 9 g/L. 

La polymixine B est un antibiotique bactericide actif sur les bacteries 
Gram n^gatif, agissant notamment sur Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. 

10 L'ofloxacine complete Taction de la polymixine B sur les bacteries Gram negatif 
avec une activite bactericide entre autre sur Proteus vulgaris. Dans Ie Fraser 1/2, 
c'est le chlorure de lithium associe a l'acide nalidixique qui inhibent les bacteries a 
Gram negatif; ils n'ont aucun effet sur Pseudomonas et Proteus. V activite de 
l'ofloxacine s'etend egalement sur certaines especes de streptocoques et 

15 staphylocoques. L' amphotericine B est fongistatique ou fongicide selon les souches 
et la 5-fluorocytosine est fongicide. II n'y a pas de fongicide dans la composition du 
Fraser 1/2. Certains produits, notamment les saucisses chipolatas sont chargees en 
Jevures qui interferent dans la reaction de detection par la beta-D-glucosidase. 
L'acriflavine inhibant les coques Gram positif n'est pas ajoute dans le milieu de 

20 conditionnement, car il rend les elements du milieu fluorescents ce qui donne un 
bruit de fond sur les cytogrammes interferant dans la lecture de ceux-ci. Les coques 
les plus genantes pour notre procedure sont celles qui possedent l'activite (3-D- 
glucosidase, ce sont les enterocoques dont la pousse est inhib£e par la forte 
concentration en NaCl du bouillon. L'^limination des faux positifs resultant du 

25 marquage de l'activite glucosidase dans les coques a Gram positif peut se faire par 
une revelation de l'activite propionate-esterase qui est absente chez les coques et 
activable chez Listeria monocytogenes. 

L'echantillon est dilu£ dans le bouillon sans le supplement selectif a 
raison d'un facteur 5 a 10 (p/p). La temperature d'incubation a utiliser est de 30°C et 
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le temps d'incubation de 12h. Au bout de 4h de revivification, le supplement selectif 
est ajouti, suit la phase d' enrich issement selectif de 8 h a 30°C. 

2) Immunoconcentration 

5 La reaction est realisee avec des billes magn£tiques (par exemple les 

Dynabeads^-Listeria Dynal Biotech, diam£tre de 2,8 ujti) selon les recommandations 
du fournisseur, mais cet anticorps n'est pas specifique de Tespece monocytogenes. 
Differents anticorps peuvent etre utilises sur les billes : 
- un anticorps speciflque « Listeria O antiserum poly Serotypes 1,4 » 
10 {reference 223021, BD Diagnostics Systems) speciflque des souches de Listeria 
monocytogenes responsables des listerioses humaines et qui expriment les antigenes 
de type 1 et 4, 

un serum specifique de Listeria monocytogenes developpe en 
inoculant des bacteries inactiv£es a un lapin, lesdites bacteries ayant au prealable ete 
15 cultiv£es dans le bouillon de conditionnement. 

Cette etape peut etre realisee indirectement avec une premiere reaction 
en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immunoconcentration realisee avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant 1'anticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
20 280 sheep anti-rabbit IgG, diametre 2,8 ujti, reference 112-01, Dynal Biotech). 

3) Marquage enzymatique 

a. Detection d'une activite esterasique. 

Le substrat 5, 6-carboxy-dichloro-fluoresc£ine-di acetate (reference 
25 21 884, Fluka Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l) est prepare dans du dimethyl formamide 
a la concentration de 10 mM, puis dilue a 10 uM dans du PBS. La reaction de 
marquage se fait avec 25 ul de la dilution ajout£s au surnageant de d£crochage de 
F immunoconcentration pendant 15 min a 37°C. Au cours de la reaction, la 5(6)- 
carboxy-dichloro-fluorescein est liberee dans le microorganisme et devient 
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fluorescente. Cette molecule a la particularity d'emettre une fluorescence verte dans 
des garnmes de pH acide (Nedergaard et al., 1990). 

Ce marqueur presente une specificity vis a vis de Listeria 
monocytogenes par rapport a de nombreuses souches lorsqu'il est utilise a la 
5 concentration de 1 \iM Finale (Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Proteus vulgaris, Bacillus sp., Yersinia alvei). II s'agit sans doute d'une particularity 
de cette bacterie, li£e au fait qu 'elle possede une activite esterase plus forte que pour 
les autres especes de Listeria ; particularity qui se double d'un pH intracellulaire 
plus acide (nos observations). S'il est choisi pour faire la detection des Listeria par 
10 cytometric en flux, la salicine n'est pas utile pour le milieu d'enrichissement. 

b. Detection de I f activite fi-D-glucosidase. 

Le substrat fluoresceine di-P-D-glucopyranoside ou 
pentafluorobenzoylaminofluoresceine-di-p-D-glucopyranoside est prepare a 20 mM 
dans Peau selon la procedure recommand6e par Molecular probes. II est dilue a 
15 4 mM dans H 2 0 avant utilisation a 500 jiM final. 

Dans le cas ou I e substrat est le fluorescyine-di-p-D-glucopyranoside, les 
bactyries recupere^s par immunoconcentration sont permeabilisees par addition de 
15 uJ d'isopropanol suivie d'une courte incubation de 5 minutes a 37°C avant 
Paddition du substrat. 

20 Dans tous les cas, la faction enzymatique est effectuye a 37°C pendant 

1 h, puis placed a 4°C immediatement. 

c. Detection de V activite propionate esterase. 

Le substrat fluoresceine-dipropionate est prepare a une concentration de 
10 mM dans du DMSO lOmM. II est ajouty a rychantillon de maniere a ce que la 
25 concentration finale du substrat soit 100 uM finale. L'echantillon est alors incube 
15 min a 37°C, puis placy a 4 °C immediatement dans Pattente de Panalyse. 


• 
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Exemple 2 : Detection de Salmonella. 

Procedure pour activer Tenzyme caprylate esterase, ^expression des 
antigenes de surface de Salmonella, et detection par cytomStrie. 

Daniel E. Salmon, v£terinaire aux Etats-Unis, a decouvert la premiere 
5 souche de salmonelle en 1885. On en connait aujourd'hui 2 213 et la liste n'est pas 
close. Les salmonelles sont des bacilles a Gram negatifs ana6robies falcultatifs, 
(oxydase (-), catalase (+), asporules), qui reduisent les nitrites en nitrates et 
fermentent le glucose. Le genre Salmonella comprend plus de 2500 serotypes dont 
une cinquantaine sont vraiment importants dans nos regions. La formule antig^nique 

10 est basee sur la nature des antigenes somatiques O, flagellaires H, ou capsulaire K 
(I'antigene Vi). Cet antigene capsulaire masque I'antigene O et est revete apres 
chaufFage. Les antigenes O correspondent au lipopolysaccharide du LPS. Certaines 
souches peuvent perdre tout ou partie de ce pouvoir antigenique : formes R ou T. 
L'antigene H est soumis a un phenomene de variation de phase : il peut se trouver 

75 sous deux formes d£nommees 1 et 2. 

Premiere cause de toxi-infection alimentaire collective (T1AC), la 
salmonellose represente a elle seule environ les 2/3 des TIAC. Ces dernteres annees 
ont vu une augmentation spectaculaire, en incidence et en gravity, des cas de 
salmonelloses humaines. Par rapport a 1980, certains pays ont connu une 

20 multiplication de l'incidence par 20 sur ies dix ou quinze dernieres annees. Lorsqu'on 
a e'tudi^ de maniere plus approfondie les epidemies, on a ddcouvert que la majorite 
des cas avaient pour origine des souches, ou plus exactement des serotypes de 
Salmonella enteritidis et Salmonella typhimwiam. La situation s'est encore aggravee 
depuis le debut des annees 1990 : des souches de 5". typhimurium, r£sistantes a de 

25 nombreux antibiotiques, sont apparues et sont susceptibles de devenir un grave 
probleme de sante publique. 

Uetre humain contracte surtout les salmonelloses en consommant de la 
nourriture containing d'origine animale, crue ou pas assez cuite (principalement de 
la viande, des volailles, des oeufs et du lait), bien qu*un grand nombre d'autres 
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aliments aient ete impliques dans la transmission. L'agent causal passe dans la 
chaine alimentaire a partir de la production primaire ou lors d'une contamination 
croisee avec des aliments a domicile ou dans des services de restauration collective 
ou des institutions comme tes hopitaux. La bacterie se multiplie encore a + 5°C/+ 
5 12°C voire a une temperature inferieure a + 5°C. Elle survit bien a la congelation, la 
salaison et la deshydratation. 

La transmission de personne a personne est rare dans les pays 
d£veloppes mais se produit parfois, notamment dans les institutions comme les 
services de soins neonatals ou les residences pour personnes ag£es. 
10 Sur le plan epidemiologique, sont classes en fonction de leur adaptation 

a I'hote humain ou animal et les antigenes somatiques O, trois groupes de 
salmonelles : 

- le groupe B (51,8 % des cas), par exemple Salmonella typhimarium et 
Salmonella paratyphi B, provoque des fievres enteriques uniquement chez l'etre 

15 humain et les primates superieurs. II se caracterise par des souches qui expriment 
1'antigene somatique 4 system ati quern en t et les antigenes 1, 5, 12 et 27 selon les 
sous-especes concernees, 

- le groupe D (19,1 % des cas) donne des maladies chez certains 
animaux, Salmonella dublin chez les bovid^s, Salmonella cholerae-suis chez le pore 

20 et Salmonella enteritidis, mais rarement chez l'homme. Toutefois, lorsque raffection 
touche l'etre humain, elle prend sou vent un caractere invasif et peut etre mortelle. 
Les salmonelles composant ce groupe expriment toujours Pantigene 9 et selon les 
sous-especes les antigenes 1 et 12, 

- les bacteries du groupe C (20, 3 % des cas) expriment les antigenes 
25 6,7 ; 6,8 ou 8, celles du groupe E (6,2 % des cas) les antigenes 3,10 ; 3,15 ; 1,3,19 ; 

celle du groupe G (1,2 %) les antigenes (13,22; 13,23); celles du groupe K 
Pantigene 18 et celle du groupe A (0,24 % des cas) Salmonella paratyphi A les 
antigenes 1,2. 
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La dose infectante de Salmonelles est de Pordre de 100 000 germes. Les 
symptomes consecutifs a I'ingestion d'une telle dose sont des fievres typhoTdes, 
lorsque les serovars incri mines sont Salmonella typhi et paratyphi A, B et C (House 
et al. 2001). Apres une duree d'incubation variable de 1 a 25 jours, la maladie se 
5 declenche avec des syndromes digestifs (diarrheas, douleurs abdominales, 
vomissements) avant d'entrer dans une phase septicemique Jymphatique avec fievre 
et torpeur. Cette manifestation est due a Faction au niveau cerebral d'une 
endotoxine neurotrope, le LipoPolySaccharide (LPS). Des serovars moins 
pathogenes comme Salmonella enteritidis, typhimurium, cholera suis, dublin etc.. 
10 sont eux responsables de toxi-infections alimentaires moins severes que Ton appelle 
salmonelloses. 

Les enterobacteries pathogenes dont fait partie Salmonella, peuvent etre 
recherchees directement sur des milieux s61ectifs qui inhibent la croissance des 
bacteries Gram (+) et partiellement des coliformes, de Proteus et autres Gram (-). 

75 Ces milieux contiennent pour cela des extraits de bile, de d^soxycholate de citrate, 
de sulfate ou de vert brillant en combinaisons diverses. 

Le test de la P-galactosidase permet de distinguer entre les souches de 
salmonelles (p-Gal -) et celles de Shigella (p-Gal +). Ces deux germes bacteYiens 
possedant des conditions de culture tres proches, sont frequemment rencontres 

20 conjointement. Une caract^ristique particuliere de Salmonella est sa capacite a 
metaboliser Tacide caprylique (activity C8 esterase). La mesure de I*activit6 
caprylate esterase est utilis6e dans un test utilisant la 4-methylumbelliferone qui 
fluoresce lorsqu'elle est excitee par des UV (Humbert et al, 1989 ; Olsson et al 
1991). Certains milieux de culture utilisent une combinaison de 2 substrats 

25 chromogenes car les Salmonelles sont P-galactosidase negatives et glucuronate 
positives (milieux de culture SMID). 
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1) Compositions 

a. Base d'enrichissement non selectif 

Tryptone peptone 5 a 15 g/L, concentration preferee 10 g/L, NaCl, 10 a 
30 g/L, concentration preferee 20 g/L, Extrait de Ievure 5 a 15 g/L, concentration 
J preferee 10 g/L, D-Glucose 0,5 a 3 g/L, concentration preferee 1 g/L, Na 2 HP0 4 5 a 
15 g/L, concentration preferee 9,6 g/L, KH 2 P0 4 0,5 a 3 g/L, concentration preferee 
1,35 g/L. 

La tryptone peptone et Textrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de mineraux. lis permettent la production des antigenes. Les 
10 sels de Na 2 HP0 4 et KH 2 P0 4 permettent d'ajuster le pH du milieu a 7 ± 0,2, pH 
optimal de croissance pour Salmonella, et de tamponner le milieu au cours de 
1'enrichissement. La forte concentration en NaCl a pour but d'inhiber les 
enterocoques. 

b. Supplements de revivification. 

75 Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration preferee 5 g/L, Thioglycolate 

de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preTeree 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour participer a la 
stimulation du m^tabolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
catalase intervient dans l'61imination des especes reactives de Toxygene, toxiques 

20 pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. La 
temperature d'incubation est comprise entre 20 et 40°C, de preference 35°C. 

c. Complement d' induction de I'activite capiylate esterase. 

Le 4-nitrophenyl caprylate est un substrat de la caprylate esterase; sa 
presence dans le bouillon d'enrichissement permet P induction de T expression de 
25 cette enzyme et sa detection par cytometric en flux. 

d. Complement selectif. 

Vert brillant 1 a 10 mg/L, concentration pr^fer^e 5 mg/L, pour inhiber la 
croissance des bacteries Gram +, Sulfapyridine a Ig/L pour inhiber le 
ddveloppement des E. coli notamment. 
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Ces complements ne generent pas d'autofluorescence contrairement aux 
complements utilises traditionnellement (par exemple sodium taurocholate ou autres 
sels billiaires, rouge de phenol, citrates ferriques...) qui sont responsables soit d'une 
forte autofluorescence du milieu, soit de la formation d 5 incrustations (corps 
5 refringents) dans les bacteries. La temperature d'incubation, en presence des 
supplements deduction de Pactivite caprylate esterase et des supplements selectifs, 
est de 20 a 40°C (de preference 35°C). La duree d'incubation en presence de ces 
supplements est de 6 a 15 heures en fonction du seuil de detection recherche. 

10 2) Immunoconcentration 

La reaction est realisee avec des billes magnetiques (par exemple les 
Dynabeads®-SalmoneIla, diametre 2,8 urn, Dynal Biotech) selon les 
recommandations du fournisseur. 

Differents anticorps sont utilises sur les billes : 
15 - un anticorps specifique de Salmonella du commerce (par exemple 

reference 2302-50, BD Diagnostic Systems) pour un marquage direct. Cet anticorps 
dirige contre les antigenes 1, 4, 5 et 12, permet de detecter ies Salmonella du groupe 
D, 

- un serum specifique de Salmonella developpe en inoculant des 
20 bacteries inactivees a un lapin, lesdites bacteries ayant au prealable ete cultivees 
dans le bouillon de conditionnement. 

Cette etape peut etre realisee indirectement avec une premiere reaction 
en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immuno-concentration realisee avec des billes recouvertes d'un 
25 anticorps secondaire reconnaissant I'anticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
280 sheep anti-rabbit IgG, diametre 2,8 ujti, reference 112-01, Dynal Biotech). 


WO 2004/031403 PCT/FR2003/002873 

37 

3) Marquage enzymatique : detection de l'activite caprylate 

esterase. 

Le substrat preferentiellement utilise* est la fluoresceine-dicaprylate. Une 
solution mere est preparee dans de Tacetone a une concentration de 10 a 400 pM. La 
5 concentration finale utilisee est de 1 a 40 pM, de preference 10 pM. L'incubation en 
presence du substrat se fait de preference a 37°C pendant 30 minutes a 1 heure puis 
les microorganismes sont imm&liatement places a 4°C. 

Exemple 3 : detection specifique de Staphylococcus aureus 
10 Procedure pour activer 1'enzyme phosphatase, Pexpression des 

antigenes de surface de Staphylococcus aureus^ et detection par cytometric en 
flux. 

Staphylococcus aureus appartient a la famille des micrococaceae. C'est 
une coque Gram positif, non sporulee, immobile, de diametre moyen compris entre 
15 0,8 et 1 pm en moyenne. Son m£tabolisme respiratoire est fermentatif. II est catalase 
+ et pour la majorite de ces souches coagulase +. II est responsable de nombreuses 
maladies : septicemic, conjonctivite, endocardite et osteomyelite (Sheagren J. N., 
1984). 

La proline A et les composants de la paroi cellulaire sp^cifiques de 
20 Staphylococcus aureus, sont masques Iorsque les souches sont cultivees sur un 
milieu d'induction des exopolysaccharides. Ces polysaccharides constituent une 
capsule et sont produits par environ 90 % des souches de Staphylococcus aureus. 1 1 
serotypes capsulaires ont 6te* d^crits, mais la plupart des souches isolees 
appartiennent aux serotypes 5 et 8 (Arbeit et al y 1984; Sompolinsky et al, 1985). 
25 L'expression des serotypes CPS et CP8 de Staphylococcus aureus est largement 
influencee par les conditions environnementales et les conditions de croissance 
bacteriennes. La production de CPS est inhibee par un fort taux d'extrait de levure 
Dassy et ses collaborateurs (1991) et Ouyang et ses collaborateurs (1999) montrent 
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le meme effet inhibiteur de Pextrait de levure sur la production de la microcapsule 
CP8. 

Les anticorps produits contre Staphylococcus aureus sont so it 
capsulaires soit membranaires. Pour une detection immunologique de ces bactiries, 
5 il faut utiliser un melange de ces deux types d'anticorps (comme cela est fait pour le 
test Pastorex Staph plus, Biorad) ou empScher la production de la capsule 
exopolysaccharidique avant de procSder a la reaction de reconnaissance antigene- 
anticorps. C'est cette deuxieme strategic que nous avons choisi de developper, avec 
la mise au point d'une composition de revivification inhibant la production de la 
JO capsule polysaccharidique. 


1) Compositions 

a. Base d 'enrichissement non selectif * 

Peptone de viande : concentration pref<Sr£e 8 g/L, peptone de cas£ine : 
J5 concentration prefdree 2 g/L, extrait de levure : concentration prefer6e 10 g/L, extrait 
de viande : concentration prefer^e 5 g/L. Les peptones de viande et de cas&ne et les 
extraits de levure et de viande sont la source d'azote, de carbone, de vitamines et de 
mineraux. lis permettent la croissance de Staphylococcus aureus et Pinhibition de la 
formation de la capsule. 
20 b. Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration pr6f£r£e 5 g/L, Thioglycolate 
de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration pr^fSree 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour parti ciper a la 
stimulation du m&abolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
25 catalase intervient dans P£limi nation des especes r£actives de Poxygene, toxiques 
pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. 

c. Complement de repression de I 'activite phosphatase alcaline. 

Phosphate inorganique 0,3 %. 
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L'activite phosphatase est une des activites assoctees au pouvoir 
enteVotoxinogenes des germes, et est done indiquee pour une detection de 
Staphylococcus aureus. 

L'activite phosphatase alcaline est constitutive chez Staplrylococcus 
5 aureus (Soro et aL, 1 990). Cependant, etant reprimde par le phosphate chez certaines 
souches de Staphylococcus non aureus (Soro et al. t 1990), il est utile d'ajouter des 
ions phosphates dans le milieu. 

d. Complement selectif. 

Glycine 12 g/L, LiCl 5 g/L, deferoxamine 0,05g/L 
W ho chlorure de lithium est un inhibiteur des Bacteries a Gram n£gatif. La 

glycine est un inhibiteur des bacteries a Gram positif et stimule la croissance des 
Staphylocoques. La deferoxamine inhibe la croissance de Staphylococcus epidermis, 
qui est le seul staphylocoque avec S. aureus a possdder une activite phosphatase. 

15 2) Immunoconcentration 

DiffiSrents anticorps peuvent etre utilises sur les billes : 
» - un s6rum specifique de Staphylococcus aureus du commerce 
(reference 50-L030, AGROBIO) pour une fixation directe de l'anticorps sur les 
antigenes membranaires, 
20 - un anticorps specifique de Staplrylococcus aureus d6velopp6 en 

inoculant des bacteries inactivees a un lapin, qui se sont developpees dans le milieu 
de conditionnement. 


en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
25 billes puis une immunoconcentration realisee avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant l'anticorps primaire (par exempie Dynabeads M- 
280 sheep anti-rabbit IgG, diametre 2,8 jam reference 112-01, Dynai Biotech). 


Cette etape peut etre realisee indirectement avec une premiere reaction 
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3) Marquage enzymatique. 

a. Detection de I 'activite phosphatase alcalirte. 

Le substrat fluorescelne-di phosphate (reference F-2999, Molecular 
probes) permet de d£tecter Pactivite phosphatase alcaline. II est prepare par 
5 dissolution dans du Tris-HCI 100 mM pH 8,0 a la concentration de 10 mM, puis 
dilu£ a 1 mM dans du PBS. La reaction de marquage se fait avec 25 ul de la dilution, 
ajoutes au surnageant de d^crochage de I'immunoconcentration et a 125 ul de PBS 
pendant 15 min a 37°C. Au cours de la reaction, la fluorescein est libelee et devient 
fluorescente (excitation/emission 490/5 14 nm). 

10 Ce marqueur presente une specificite vis a vis de certaines especes de 

Staphylocoques (aureus et epidermis) de Micrococcus luteus , de Escherichia coli, 
et de quelques especes de Streptocoques. La combinaison du bouillon et de 
Pimmuno-concentration permet d'£liminer Ies souches susceptibles d'etre positives 
au marquage fluorescent. La deferoxamine inhibe la croissance de Staphylococcus 

15 epidennis. 

Example 4 : Detection de Escherichia coli 

Procedure pour active r 1* enzyme glucuronidase, V express ion des 
antigenes de surface de Escherichia coli et la detection par cytometric 

20 Thomas ESCHER1CH a decouvert cette bacterie en 1855. De la famille 

des Enterobacteriaceae, Escherichia coli est lin genre bacte>ien dans lequel on ne 
retrouve qu'une seule espece ; mais il existe plus de 1000 types antig^niques. Ces 
serotypes sont definis selon leurs antigenes somatiques O (171), capsulaires K (80) 
et flagellaires H (56). De plus, Ies antigenes K sont subdivis^s en types A, B ou L. 

25 Le type B est rencontre exclusivement dans les souches associees aux diarrheas 
infantiles. 

Assez courte (2 a 3 u.m x 0,7 urn), on la trouve isolee ou groupee par 2 
ou plus rarement en amas. Elle peut apparaitre sous forme cocco-bacillaire ou 
filamenteuse dans Ies cultures agees. Sa mobilite peYitriche est tres reduite, voire 
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nulle (ex serotype 0111). Sa culture est tres facile avec une grande tolerance de 
variation de pH (pH optimum 7,5). La temperature optimale de croissance est de 
37°C, mais elle pousse entre 15°C et 45°C et se multiplie encore a + 5°C. Elle 
resiste bien a la chaleur : incubee a 45°C, elle fermente le glucose, le mannitol et le 
5 lactose avec production importante de gaz. Elle resiste a I'acidite' et a la congelation. 
Elle reste relativement sensible aux antibiotiques et comme toutes les 
enterobacteries elle reduit les nitrates en nitrites. Elle fermente le glucose et le 
lactose et irregulierement le saccharose et la salicine. La plupart possedent une 
activite lysine decarboxylase. 

10 E. coli est un germe habitue! de la flore intestinale de tous les animaux, y 

compris les humains. Cest un commensal de t'intestin qui repre"sente 80 % de la 
flore intestinale ae>obie. Le germe se retrouve dans les matieres Scales. De la, il se 
repand dans la nature : sol et eaux. Sa presence dans le milieu environnant signe 
toujours une contamination fecale. Sa mise en evidence dans Teau constitue le 

15 principe des tests colorimetriques. 

On retrouve des Escherichia coli principalement dans les viandes crues 
ou insuffisamment cuites (boeuf, volaille) et les matieres fecales d'origine animale et 
humaine. L'operation de hachage des viandes constitue une source de contamination 
favorisde par ce germe. Normalement, E. coli a plutot une fonction de suppression 

20 de bacteries nuisibles et permet de synth&iser de nombreuses vitamines, car seule 
tine minorite* de souches d'E. coli sont capables de causer des infections humaines. 

Les Escherichia coli sont classes en plusieurs groupes ou pathovars en 
fonction de leur pathogenicite. Cette pathogenicity est presque toujours bas^e sur 
une capacite d'adhesion a differents rdcepteurs cellulaires. Les Escherichia coli 

25 appartenant a ces pathovars sont distingues s^rologiquement par : 

- des antigenes somatiques O : il existe 180 varietes dont une trentaine 
sont frequemment rencontrees chez les souches pathogenes ECEP de type I (026, 
055, 086, 0111, 0119, 0125-0128, 0142...), ECEP de type II (018, 044, 0112, 
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0114...), ECEI (028, 029, 0124, 0136, 0143, 0152...), ETEC (06, 08, 015, 020, 
025...) ECEH (026, 0113, 0121, 0145, 0157...), 

- des antigenes capsulaires K de nature poiysaccharidique A ou B (une 
dizaine de types importants de B chez les ECEP ou de nature proteique L (de pili en 

5 particulier les antigenes CFA), 

- des antigenes flagellaires H, importants pour les ECEH dont le serotype 
!e plus courant est 0157 : H7. 

La plupart des souches pathogenes est caracteris^e par un serotype 

particulier de type OxKyHz. 
JO Lorsque E. coli est responsabie d'une diarrhee aigue, on peut le classer 

selon quatre pathotypes; enteropathogene (EPEC), enteroenvahisseur (ou 

ente>oinvasifs -EEEC), ent^rohemorragiques (EHEC) et ente>otoxinogene (ETEC). 

Les souches se caracteYisent par leur <capacite de produire une enterotoxine dont 

I'action sur les enteVocytes perturbe les fonctions d'absorption normalement assurees 
75 par la muqueuse intestinale. Ces microorganismes peuvent etres presents dans 

certains aliments, comme le boeuf hache, et dans 1'eau ou ils trahissent une 

contamination fecale. 

II peut, s'il arrive a franchir les muqueuses ^ntestinales (lesions de la 

paroi intestinale), devenir pathogene et peut determiner des infections urinaires, 
20 biliaires, genitales appetees colibacilloses, et tres exceptionnellement une 

septicemic II se comporte en pathogene opportuniste. 

1) Compositions 

a. Base d'enrichissement non selectif. 
25 Tryptone peptone 10 a 30 g/L, concentration preTeree 20 g/L ; Extrait de 

levure 5 a 15 g/L, concentration preferee 10 g/L ; NaCl 1 a 10 g/L, concentration 
preferee 5 g/L ; D-Lactose 1 a 10 g/L, concentration preferee 5 g/L ; Na 2 HP0 4 5 a 
15 g/L, concentration preferee 9,6 g/L, KH2PO4 0,5 a 3 g/L, concentration pr£fe>£e 
1,35 g/L 
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La tryptone peptone et I'extrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de mineraux. lis permettent la production des anti genes. Les 
sels de Na 2 HP0 4 et KH 2 P0 4 permettent de tamponner le milieu. 

b. Supplements de revivification. 

5 Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration prefcree 5 g/L, Thioglycolate 

de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preTeVee 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L 

Le pyruvate et Ie thioglycolate de Na est ajoute pour participer a la 
stimulation du metabolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
catalase intervient dans Pelimination des especes reactive? de I'oxygene, toxiques 
10 pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. 

c. Complement d* induction de Vactivite glucuronidase. 

Le 4 nitrophenyl B,D-glucuronide est un substrat de la glucuronidase; sa 
presence dans Ie milieu de conditionnement permet Pinduction de ^expression de 
cette enzyme et sa detection par cytomdtrie en flux. 11 est ajoute au milieu de 
15 conditionnement dans les proportions variant de 0,5 a 5 mM, de preference 1 mM 
final. 

d. Complement selectif. 

Sels biliaires 0,5 a 5 g/L, de preference 1 ,5 g/L 

lis sont utilises pour inhiber le developpement des bacteries Gram +, 
20 particulierement les bacteries sporulantes et les streptocoques fecaux, et pour 
stimuler la croissance d'Escherichia coli. La temperature d'incubation en presence 
des supplements d'induction de I'activite glucuronidase et des supplements seiectifs 
est de 20 a 50°C, de preference 37°C. 

La dur£e d'incubation en presence de ces supplements est de 6 a 
25 15 heures en fonction du seuil de detection recherche. 


2) Immunoconcentration 

Differents anticorps peuvent etre utilises et greffes sur les billes : 
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un anticorps specifique de Escherichia, coli du commerce pour un 
marquage direct, 

- un anticorps specifique de Escherichia coli dSveloppe* en inoculant 
des bacte>ies inactivees a un lapin, lesdites bactenes ayant prealablement pousse 
5 dans le milieu de conditionnement. 

Cette etape peut 6tre realisee indirectement avec une premiere reaction 
en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immunoconcentration realisee avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant I'anticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
10 280 sheep anti-rabbit IgG, diametre 2,8 urn reference 112-01, Dynal Biotech). 


3) Marquage enzymatique : detection de Tactivite glucuronidase 
Le substrat preferentiellement utilise est I'acide fluoresceine-di-P-D- 

glucuronique ou encore plus preferentiellement Facide pentafluorobenzoylamino- 
15 fluoresc&ne-di-p-D-glucuronique. Une solution mere est prepared a une 

concentration de 10 mM dans l'eau. Une solution de travail est preparee a 2 mM 

dans H 2 0. La concentration finale utilisee est de 50 a 500 uM, de pr^f^rence 

160 uM. 

L'incubation en presence du substrat se fait de preference a 37°C pendant 
20 30 minutes a 1 heure. 

Dans le cas ou le substrat utilise est I'acide fluoresced ne-di-p-D- 
glucuronique, les bacteries sont permeabilisees temporairement par addition de 
15 ul d'isopropanol pendant 5 minutes a 37°C. 

Dans tous les cas, les microorganismes fluorescents sont ensuite 
25 immediatement places a 4°C avant analyse. 
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Exemple 5 : Detection de Mycobacterium avium par a tuberculosis 
Procedure pour activer I'enzyme palmitate esterase et Pexpression 

des antigenes de surface de Mycobacterium avium paratuberculosis , et detection 

par cytometric en flux 


et alcoolo-resistante qui mesure de 0,5 a 1,5 urn Elle forme des colonies blanches et 
rugueuses sur le milieu de culture Herrold's egg yolk (HEYM). II s'agit d'un micro- 
organisme au developpement tres lent : Ies colonies sur un milieu solide sont 
visibles apres 3 a 4 mois de culture. La presence de supplements nutritifs dans le 

JO milieu n'ameliore pas sa vitesse de'croissance (Cocito et aL, 1994). 

Les mycobacteries sont notamment resistantes aux facteurs physiques et 
chimiques. M. avium paratuberculosis est apparemment Tune des bacteries les plus 
resistantes de cette famille, ce qui explique sa capacity a survivre si longtemps dans 
Penvironnement. Certains facteurs sont susceptibles de diminuer son temps de 

25 survie dans Penvironnement : la secheresse, Pexposition au soleil, un pH superieur a 
7,0 et un terrain pauvre en fer. 

M. avium paratuberculosis est proche phyloge'ne'tiquement d'autres 
especes appartenant a la meme famille : il presente une homologie de PADN 
superieure a 99 % avec M. avium avium, Cette forte homologie genetique se traduit, 

20 en consequence, par un nombre 61eve d'antigenes communs. Cela represente un 
probleme non negligeable lorsqu'on utilise des tests immunologiques directs pour 
d£tecter specifiquement les souches de M avium paratuberculosis. 

Les techniques actuelles couramment utilises par les laboratoires 
d'analyses pour la detection de la bacterie Mycobacterium avium paratuberculosis 

25 repose sur trois technologies differentes : la serologic, la mdthode PCR, la 
coproculture. 

L'analyse serologique est une mCthode indirecte bas£e sur la detection 
des anticorps anti Mycobacterium avium paratuberculosis ; elle permet d'obtenir des 
resultats en 24 heures, mais Pabsence d'antigenes specifiques diriges contre les 


5 


Mycobacterium avium paratuberculosis est une bacterie a Gram positif 
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anticorps anti-mycobacterium, rend ces tests moins sensibles que la coproculture 
(37 %). 

La technique PCR est une analyse directe, rapide (24 heures), sensible, 
mais ne permettant pas de mesurer ni de differencier les bacteries mortes des 
5 vivantes. C'est un probleme d'importance lorsque I'on veut analyser des produits 
alimentaires qui ont subit une sterilisation. En effet, il peut persister dans des 
produits ayant subis un stress physique important de 1'ADN provenant de bacteries 
mortes. Une methode de detection de FADN donnerait done des resuitats faussement 
positifs. 

JO La coproculture est une methode sensible, liable, mais tres longue : les 

resuitats sont obtenus en 3 a 4 mois. 

Le protocole present^ ci-dessous d^crit une methode d'analyse, a partir 
de feces bovins, permettant de determiner la presence de Mycobacterium avium 
paratuberculosis etde la quantifier dans un delai court (5 a 7 jours). 

15 Par aUleurs, la quantite de bacteries pathogenes presentes dans les feces 

varie de facon importante au cours du cycle de P infection ; aussi, une etape de 
revivification / enrichissement de la bacterie est introduce afin d'ameliorer la 
sensibility de la detection, notamment lors des stades precoces de developpement de 
T infection a Mycobacterium avium paratuberculosis. 

20 

1) Compositions 

a) Base d' enrichissement non selectif. 

Infusion Coeur-Cerveau 37 g/L, Glycerol 2,7 %, Asparagine 2g/L; 
Tween 80 0,1 %, Mycobactine J 2ml (Synbiotics Corporation ; re7. AMCE), Serum 
25 de veau foetal 10% (SVF ; Invitrogen). Ce milieu de conditionnement est une 
preparation permettant dans un premier temps de revitaliser les bacteries stressees 
et/ou ayant une activite* m^tabolique reduite et dans un second temps, de favoriser 
se*lectivement, la croissance de Mycobacterium avium paratuberculosis dans le 
milieu. 
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b) Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration preTeree 5 g/L, Thioglycolate 
de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preTeree 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour participer a la 
5 stimulation du metabolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
catalase intervient dans 1 Elimination des especes reactives de Poxygene, toxiques 
pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. 

c) Complement selectif. 

Acide nalidixique 50 mg/L, Vancomycine a 50 mg/L. 
1° d) Complement d 'induction. 

Le 4-nitrophenyl palmitate concentration de 0,5 a 5 mM, concentration 
preTeree 2 mM. 

L'enzyme palmitate esterase est une enzyme inductible chez 
Mycobacterium avium para tuberculosis. Le 4-nitrophenyl-palmitate est un substrat 

15 de cette enzyme. Son addition dans le bouillon de conditionnent permet I'induction 
de P expression de cette enzyme et sa detection par cytometries flux. 

Les bacteries du Mycobacterium avium paratuberculosis presentes dans 
les feces bovins, bien que possedant un potentiel infectieux important, ne sont pas 
aptes dans la plupart des cas a se developper rapidement dans un milieu approprie. 

20 Soit elles sont stressees par leur environnement, soit elles presentent une activity 
mdtabolique reduite, qui est a Porigine de leur croissance tres lente. Le pyruvate de 
sodium utilise dans le milieu MCD8 possede des propri^s de revivification en 
agissant probablement sur le cycle de Krebbs. Par ailleurs, il est admis qu'un milieu 
riche en acides gras, et particulierement en acide palmitique et acide oleique (Tween 

25 80), favorise le deVeloppement des microorganismes et particulierement de 
Mycobacterium avium paratuberculosis. La mycobactine J, en agissant comme un 
chelateur d'ions Fe 2+ , favorise l'entree de cet ion indispensable a la croissance du 
mycobact^rium. Enfln, le developpement de Mycobacterium avium paratuberculosis 
s'accompagne toujours d'une liberation de molecules toxiques de peroxyde 
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d'hydrogene (H2O2). La catalase, presente dans !e milieu, permet d'eliminer ces 
produits issus du metabolisme cellulaire. Les deux antibiotiques, a large spectre, 
additionnes au milieu permettent de limiter le de'veloppement d'autres souches 
bacteriennes initialement presentes dans les feces. La phase d'enrichissement dans le 
5 milieu de conditionnement est preconisee pour une duree minimale de 5 jours ; de 
tres bons resultats sont obtenus avec 7 jours d'incubation. 

2) Immuno concentration 

Differents anticorps peuvent etre utilises et greffes sur les billes : 
10 - un anticorps specifique de Mycobacterium avium du commerce pour 

un marquage directe (Biodesign International), 

- un anticorps specifique de Mycobacterium avium paratuberculosis 

developpe en inoculant des bacteries inactivees a un lapin, lesdites bacteries ayant 

prealablement pousse dans le milieu de conditionnement. 
15 Cette etape peut etre realised indirectement avec une premiere reaction 

en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greflfe sur des 

billes puis une immunoconcentration realised avec des billes recouvertes d'un 

anticorps secondaire reconnaissant l'anticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 

450 Goat anti-mouse lgG, diametre 4,5 um Dynal Biotech). 

20 

3) Marquage enzymatique 

A la suite de Fetape d'immuno-concentration magn&ique, 
Mycobacterium avium paratuberculosis est revele par un fluorochrome specifique 
de son activite enzymatique globale. Ce marquage permet de mettre en evidence les 
25 bacteries vivantes, potentiellement infectieuses et virulentes. 

a. Detection de I * activite pahnitate esterase. 

Le substrat preTerentiellement utilise est la fluoresceine-di-palmitate. 
Une solution mere est prepared dans de 1'acetone a une concentration de 10 a 
400 mM. La concentration finale utilisee est de 1 a 40 jiM, de preference 10 u.M. 
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L'incubation en presence du substrat se fait de preference a 37°C pendant 30 min a 
1 heure. Les microorganismes fluorescents sont alors immediatement places a 4°C 
avant analyse 


■5 Example 6 : Detection de Legionella pneumophila 

Legionella est un bacille a Gram negatif, non sporule, aerobie strict et 
mesurant de 0,2 a 0,5 Jim. De forme coccobacillaire dans les tissus infected ; il est 
present sous une forme filamenteuse sur milieu artificiel, ou il forme des colonies 
grisatres et polymorph es. Le genre Legionella comprend actuellement 43 especes et 
10 64 seVogroupes. Leur habitat naturel est Peau, et est couramment reconnu comme 
parasite intra-cellulaire des amibes. Responsable de pathologies chez Phomme (les 
Iegionelloses), Legionella pneumophila 1 est le serogroupe le plus frequemment 
rencontre en pathologie (80 % des cas). 

Les facteurs favorisant la multiplication de Legionella sont la 
15 temperature de Peau, la presence de biofilms, la presence d'amibes et la stagnation 
dePeau. 

Legionella se caracterise notamment par une richesse en acides gras 
ramifies, inhabituelle pour les germes a Gram negatif. Elle exige pour sa culture de 
la L-cyst6ine et du pyrophosphate ferrique, qui sont des facteurs de croissance 
20 indispensables, mais elle n'hydrolyse pas les sucres et ne pousse pas sur des milieux 
geloses au sang. Enfin, elle resiste a des traitements therm iques et acides forts 
(100°C pendant 10 min ; HCL 0,2 M). 

Sur milieu artiflciel, l'incubation de Legionella est r£a!is£e a 36°C 
pendant 10 jours, avec des lectures a 3, 7 et 10 jours ; sa croissance est favoris£e par 
25 2,5 % de C0 2 . 

V identification de Legionella peut etre re*alisee de deux manieres 
distinctes : un examen direct par un test d'immuno-agglutination au latex ou par 
immunofluorescence a Paide d'anticorps polyclonaux et monoclonaux ; une culture 
sur milieu selectif. L'examen direct pre*sente comme avantage d'etre hautement 
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spdcifique, permettant ainsi une identification precise du serotype ; cependant, cette 
methode reste peu sensible et necessite un minimum de 10 000 germes/mL pour 
permettre d'obtenir un resultat. Ces techniques sont done utilisees afin d'identifier 
les especes et serogroupes a la suite d'une culture sur milieu selectif. 
5 La culture sur milieu selectif geMose* pr£sente comme avantage d'etre 

relativement sensible (seuil de detection minimum a 50 UFC/mL), mais ne permet 
d'obtenir qu'une presomption de presence de Legionella. Cette technique doit, 
obligatoirement, etre complete par des examens directs (immunofluorescence 
directe ou immuno-agglutination de billes de latex) ou par des techniques de 
10 bioiogie moteculaire (PCR). Ces deux techniques presentent par consequent comme 
inconvenient majeur d'etre longues : 10 jours avant d'obtenir un resultat negatif. 

I) Compositions 

a) Base d'enrichissement non selectif 

15 Extrait de levure 10 g/L, ACES 10 g/L, Alpha-cetoglutarate 1 g/L; 

Charbon active 4 g/L ; pH 6,9 ± 0,2 ; L-cysteMne 0,4 g/L ; Pyrophosphate ferrique 
0,25 g/L. 

b) Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration preferee 5 g/L, Thioglycolate 
20 de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preTe>£e 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

c) Complement selectif. 

Polymixine B 5 mg/L, 2 mg de Vancomycine hydrochlorique 2 mg/L, 
Cycloheximide 16 mg/L. 

Le milieu de conditionnement Legionella possede comme base de 
25 formulation les composants d^crits par Pine et aL (1979); 1 'extrait de levure et le 
tampon ACES, la glycine et la L-cysteine sont les composants classiques des milieux 
de cultures permettant Papport de facteurs de croissance, de sels mineraux et 
d'acides amines indispensables au developpement de Legionella ; l'a- 
c^toglutarate est connu comme un puissant activateur de la croissance de la bacterie. 
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En fin, Legionella pneumophila produisant au cours de sa croissance une 
grande quantite de radicaux libres, ce qui est incompatible avec son developpement, 
le charbon activ6 permet d'eliminer ces molecules toxiques. La duree d'incubation 
dans le milieu de conditionnement est de 24 k 72 heures, preferentiellement 48 
5 heures, a une temperature d' incubation comprise entre 20 et 50°C, de preference 
d'environ 37°C. 

2) Immuno concentration. 

DifT&rents anticorps peuvent etre utilises et greffes sur les billes : 
10 - un anticorps sp^cifique de Legionella pneumophila du commerce 

pour un marquage direct (Abeam UK), 

- un anticorps spe*ciflque de Legionella pneumophila developp£ en 

inoculant des bacteries inactiv^es a un lapin, lesdites bacteries ayant prealablement 

pousse* dans le milieu de conditionnement. 
15 Cette etape peut etre r^alisee indirectement avec une premiere reaction 

en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe* sur des 

billes puis une immunoconcentration realisee avec des billes recouvertes d'un 

anticorps secondaire reconnaissant Panticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 

450 Goat anti-mouse IgG, diametre 4,5 jim, Dynal Biotech). 

20 

3) Marquage enzymatique 
Rhodamine 123, 200 mM 

La Rhodamine 123 est un marqueur fluorescent du potentiel 
membranaire. Une alteration de ce dernier entraine une incorporation moindre de ce 
25 fluorochrome dans les cellules. La repartition de cette sonde est de 1 unite a 
1'exterieur de la cellule, 10 000 dans le compartiment cytoplasm i que. Cette 
spScificite cellulaire alltee au mode d' incorporation (potentiel dependant), fait que 
la fluorescence e'mise traduit Pactivite globale de la cellule. 
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La Rhodamine 123, composante du milieu de conditionnement, va $tre 
incorporee au cours de la multiplication de Legionella a l'interieur des 
microorganismes, et permettre ainsi d'obtenir des bacteries fluorescentes a la 
longueur d'onde demission optimale de 633 nm. 
5 Par ailleurs, Padjonction d'antibiotiques a larges spectres permet 

d'eliminer les contaminations eventuelles de Techantillon par des bacteries souvent 
assoctees a Legionella, tels que Staphyloccocus aureus ou Pseudomonas aeruginosa. 
Ces antibiotiques, agissant en ddcouplant le potentiel membranaire, induisent un 
faible ou une absence de marquage par la Rhodamine 123. 
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REVENDICATIONS 


1. Proc^de* de detection et de comptage de microorganismes dans un £chantil!on 
comprenant les etapes de : 

J a) enrichissement selectif du microorganisme recherche dans l'echantillon, 

b) conditionnement dudit microorganisme, 

c) concentration immunomagnetique du microorganisme conditionne, 

d) marquage fluorescent du microorganisme concentre, et 

e) detection et analyse de Ja fluorescence. 

10 

2. Procedg selon la revendication 1, caract£rise en ce que T£tape d'enrichissement 
est realisee dans une composition comprenant : 

- du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre 1 a 20 g/L, de 
preference entre 1 a 10 g/L et plus preferentiellement 4 a 6 g/L, 

15 - du thiosulfate de sodium a une concentration comprise entre 0,5 et 5 g/L, de 

preference entre 0,5 et 3 g/L et plus preferentiellement encore environ 2 g/L, 

- de Ja catalase a une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, de 
preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus preferentiellement encore environ 
5 000 u/L. 

20 

3. Proced6 selon la revendication 2, caracterise en ce que ladite composition 
comprend en outre au moins un antibiotique. 

4. Proc£de selon Tune des revendications 1 a 3, caractense* en ce que 1'dtape de 
25 conditionnement est une 6tape d'induction d'au moins une activity enzymatique 

specifique du microorganisme recherche comprenant l'ajout au milieu 
d'enrichissement du microorganisme d'au moins un substrat non fluorescent 
specifique de ladite ou desdites enzyme(s). 
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5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que les etapes a) et b) peuvent 
etre realisees simultanement. 

6. Procede* selon la revendication 4 ou 5, caracterise* en ce que Petape c) peut avoir 
5 lieu avant Petape b) ou 1'etepe c) peut avoir lieu apres Petape d). 

7. Procede selon Fune des revendications 1 a 3, caract£ris£ en ce que Petape de 
conditionnement, dans Ie cas ou le microorganisme recherche* est une bacte>ie 
Gram* comprend de plus une etape d' induction d'au moins un antigene de 

10 surface caracteYistique du microorganisme recherche comprenant Pajout au 
milieu d'enrichissement du microorganisme d'un extrait de levure a une 
concentration comprise entre 5 et 50 g/L, de preference entre 10 et 20 g/L et plus 
prefeVentiellement entre environ 10 g/L. 

15 8. Procede selon Pune des revendications 1 a 7, caracte>is6 en ce que Pdtape de 
concentration immunomagnetique comprend les etapes de : 
a) mise en contact du microorganisme recherche, present dans le milieu de 
conditionnement, avec un anticorps dirige contre un antigene speciflque de 
ce microorganisme, ledit anticorps etant greffe sur une bille magnetique, 
20 b) separation des complexes billes-anticorps-microorganisme du milieu, 

c) separation du microorganisme du reste du complexe. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Panticorps greffe sur une 
bille magnetique est dirige contre un anticorps lui-meme dirige contre un 

25 antigene specifique du microorganisme recherche. 

10. Procede selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que les billes 
magnetiques ont un diametre compris entre 1 et 20 um, de preference entre 2 et 
8 jim. 
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11. Proctde selon I'une des revendi cations 1 a 10, caracterise en ce que le marquage 
fluorescent des microorganismes recherch£s est realise par Pajout au milieu 
contenant lesdits microorganismes d'au moins un substrat comprenant une partie 

5 specifique de l'activite enzymatique a reveler et une partie marqueur. 

12. Proc&id selon la revendication 1 1, caracterise en ce que la partie marqueur est 
constitute d'un marqueur fluorogene excite a 488 nm choisi dans le groupe 
comprenant les xanthines, les acridines, Ies phycobiliproteines, ia cyanine et 

10 l'esculine. 

13. Proc6d£ selon la revendication M ou 12, caracterise en ce que la partie du 
substrat specifique de l'activite enzymatique a reveler est choisie parmi un acide 
gras, d'un ose, d'un phosphate, d'un peptide et/ou d'un sulfate. 

15 

14. Proc£d6 selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce que la detection 
et l'analyse de la fluorescence permettant la numeration des microorganismes 
sont realis£es par une technique choisie dans le groupe comprenant : ia 
cytometric en flux, la cytometric sur filtre et la microscopie de fluorescence. 

20 

15. Proc&te selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que les etapes a), 
b), c), d) et e) telles que definies dans la revendication 1 sont precedes d'une 
etape de filtration de l'echantillon a analyser. 


25 16. Procede* selon la revendication 15, caracterise en ce que la filtration r£alis£e au 
moyen d'un filtre dont la porosis est comprise entre 20 et 150 microns, de 
preference entre 30 et 100 microns et plus preferentiellement encore d'environ 
63 microns. 
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17. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que la filtration est realisee 
sur une membrane presentant une porosis comprise entre 0,2 et 10 jam, de 
presence entre 0,2 et 5 jim et plus preferentiellement encore entre 0,2 et 
0,5 ujn. 

5 

18. Milieu d'enrichissement seMectif d'un microorganisme recherche dans un 
echantillon comprenant : 

- une composition nutritive permettant la multiplication dudit microorganisme, 
et 

10 - une composition de revivification selective dudit microorganisme, 

caract£rise en ce qu'il comprend : 

- du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre 1 a 20 g/L, de 
preference entre 1 a 10 g/L et plus preferentiellement 4 a 6 g/L, 

- du thiosulfate de sodium a une concentration comprise entre 0,5 et 5 g/L, de 
15 preference entre 0,5 et 3 g/L et plus preferentiellement encore environ 2 g/L, 

- de la catalase a une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, de 
preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus preTerentiellement encore environ 
5 000 u/L. 

20 19. Milieu d'enrichissement selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
comprend de plus au moins un agent antimicrobien. 

20. Kit pour la mise en ceuvre du procede* de detection et de comptage d'un 
microorganisme selon Tune des revendications 1 a 17, comprenant : 
25 - un milieu d'enrichissement selon la revendication 18 ou 19 sous une forme 

liquide ou deshydratee, 

un sac plastique double d'un filtre pleine-page presentant une porosite 
d'environ 63 jim, 

des billes magnetiques telles que d£finies dans la revendication 8, 
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un ou plusieurs substrats tels que definis dans la revendication 1 1 sous 
forme lyophylisee, 
des solvants appropries. 
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